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(Aus dem Organisch-Chemischen Institut, Biochemische Abteilung, 
der Universitat Géttingen) 


Untersuchungen an Actinomycin I-bildenden 
Streptomyceten und deren Actinomycinen * 


Von 
W. FROMMER 


(Hingegangen am 16. Juni 1958) 


In einer zusammenfassenden Arbeit beschrieben BROoCKMANN u. 
Grone (1954) die bei der Auftrennung der natiirlich vorkommenden 
Actinomycingemische durch Papier- und Saulenchromatographie ge- 
wonnenen Ergebnisse. Sie konnten drei natiirlich vorkommende Actino- 
mycine unterscheiden: C, X und I. 

Das Actinomycin C 1a8t sich chromatographisch in die Hauptkompo- 
nenten C,, C, und C, (Bezeichnung nach der Lage im Papierchromato- 
gramm), das Actinomycin X in die Hauptkomponenten X, und X, und 
die Nebenkomponenten X, und X, auftrennen. X, und X, konnten nur 
in einzelnen Fallen aufgefunden werden. Das Actinomycin I besteht zum 
groBten Teil aus Actinomycin I,; die Nebenkomponenten I, und beson- 
ders I, kommen nur in sehr geringer Menge vor. Daneben konnten bei 
allen Actinomycingemischen im Papierchromatogramm noch langsamer 
als die Actinomycine C,, X, und I, laufende Komponenten nachgewiesen 
werden, die als Co, Coa, Xo, Xoa, Io und Toa? bezeichnet wurden. Die 
Actinomycine C,, X, und I, lassen sich papierchromatographisch auch bei 
~ Anwendung mehrerer Losungsmittelsysteme nicht unterscheiden?. 

Bei dem erstmals von Vintne u. WaxksMAN (1954) beschriebenen 
Actinomycin D schien es sich anfangs um ein einheitliches Actinomycin 
zu handeln. Spiter gelang jedoch auch hier eine Auftrennung in ver- 
schiedene Komponenten (VINING, GREGORY U. Waxsman, 1955). Nach 
diesen Angaben handelt es sich um ein Actinomycin des I-Typs mit einer 


* Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. RIPPEL- 
BaipzEs, zu seinem 70. Geburtstag gewidmet. 

1In der Zwischenzeit konnten die o-Komponenten weiter aufgetrennt werden. 
(BROCKMANN u. Pampus 1955, Martin u. PamPUS 1956, BRockKMANN u. MANEGOLD 
unveroffentlichte Ergebnisse). 

2 BROOKMANN u. GRONE (1954) geben fiir Actinomycin X, im System Butanol-n- 
Dibutylather (2:3)/10°/ Natrium-m-kresotinat einen anderen RC,-Wert an als bei 
Actinomycin C,. Inzwischen hat sich herausgestellt, da8 Actinomycin X, mit C, und 
I, identisch ist (Privat-Mitteilung von Professor BROCKMANN). 
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Hauptkomponente D, = I, und verschiedenen in kleinen Mengen auf- 
tretenden Nebenkomponenten, von denen sich eine im Chromatogramm 
in verschiedenen Systemen wie C, bzw. I, verhalt. Keine der Neben- 
komponenten verhielt sich wie Actinomycin X9. 

Die Ubereinstimmung des von Streptomyces parvullus Waskman et 
Gregory (1954) gebildeten Actinomycin D mit dem Actinomycin I be- 
stiitigen CorBaz u. Mitarb. (1957). Roussos u. Vrntne (1956) allerdings 
stellen das Actinomycin D zur X-Gruppe. 

Die folgenden Versuche sollten zeigen, wie weit die Komponenten- 
zusammensetzung des Actinomycins I durch Stammauslese und Variation 
der Kulturbedingungen verandert werden kann, insbesondere ob es sich 
beim Actinomycin I stoffwechselphysiologisch um einen Sonderfall des 
Actinomycin C handelt (Actinomycine I, = C,, I, = C,), bei dem Actino- 
mycin C, vollstandig fehlt und Actinomycin C, nur in geringen Mengen 
vorhanden ist. Gleichzeitig sollten die Versuche Wege aufzeigen, auf 
denen die fiir eine chemische Bearbeitung der Nebenkomponenten be- 
sonders des Actinomycins I, notwendigen Substanzmengen gewonnen 
werden k6nnen. 

Der von WaksMAN u. GrEGoRY (1954) beschriebene Actinomycin 
D-Bildner Streptomyces parvullus gehért zur achromogenen Gruppe und 
bildet Luftmycel mit Spiralen. Die 6 von CorBaz u. Mitarb. (1957) 
isolierten Actinomycin I-Produzenten zeigen Ahnlichkeit mit Strepto- 
myces parvullus Waksman et Gregory (1 Stamm) oder mit Strepto- 
myces chrysomallus Lindenbein (1952) (5 Stémme) und sind alle 
achromogen. 

Ganz anders dagegen verhalten sich die in der Instituts-Sammlung 
des Organisch-Chemischen Instituts der Universitat Géttingen vorhande- 
nen Actinomycin I-Bildner Imme 794 und Imme 797. Sie sind chromogen 
[siche Martin u. Pampus (1956)] und zeigen groBe Ahnlichkeit mit 
Streptomyces antibioticus Waksman et Woodruff. Beide Stéimme waren 
jedoch weitgehend degeneriert. Wahrend Stamm Imme 794 anfangs auf 
Glycerin-Glykokoll-Agar! vollstindig farblos wuchs, bildete Stamm 
Imme 797 auf diesem Nahrboden nur noch einen eben erkennbaren 
Schimmer gelben Farbstoffs. Wir wihlten daher Stamm Jmme 797 fiir 
die weiteren Untersuchungen aus. 


Nihrbodenvariation 


Durch Verinderung des C/N-Verhaltnisses und durch Variation der 
Stickstoffquellen versuchten wir die Actinomycin-Ausbeute und -Zu- 
sammensetzung beim Stamm Jmme 797 zu verindern. 


* Nach v. Prorno: 2 Vol-°/, Glycerin; 0,25°/, Glykokoll; 0,1°/, NaCl; 0,1°/, 
K,HPO,; 0,01°/) MgSO, - 7 H,0; 0,01°/, FeSO, - 7 H,O; 0,01°/, CaCO,; 2°/, Agar. 


tints 
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Zu der Nahrlésung (0,1°/, NaCl; 0,1°/, K,HPO,; 0,01°/) MgSO, +7 H,0; 0,01°% 

FeSO, - 7 H,O; 0,01°/, CaCO,; 2°/, Agar) gab ich 
I 1°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 c) 0,385 d) 0,5°/) Glykokoll 

II 2°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 c) 0,35 d) 0,5°/, Glykokoll 

III 3°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 c) 0,35 d) 0,5°/, Glykokoll 

IV 5°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 ¢) 0,35 d) 0,5°/) Glykokoll 
oder an Stelle des Glykokolls in aquivalenten Mengen (bezogen auf Stickstoff) 
Glutaminsaure, KNO, oder (NH,),HPO,. AuBerdem setzten wir die von BROCKMANN 
u. GRONE (1954) zur Actinomycin I-Gewinnung benutzte Kombination 2°/, Glycerin 
und 1°/, KNO, an. Von jedem dieser 65 Nahrbéden wurden 3 Schragréhrchen{ (je 
8 cm’) beimpft und bei 28° C 14 Tage bebriitet. 

Nur physiologisch stark alkalische Nahrbéden (starker Stickstoff- 
UberschuB) ergaben gutes Wachstum und kraftige Luftmycelbildung. 
Dies ist das typische Verhalten eines degenerierten Stammes (FROMMER 
1955b). Die Farbstoffbildung war insbesondere auf den Glutaminsaure- 
und KNO,-Nahrbéden sehr stark. 

Wir extrahierten die Schragréhrchen (je 3 zusammen) zur Gewinnung des 
Actinomycins mit Aceton. Nach dem Abdestillieren des Acetons schiittelten wir die 
zuriickbleibende waBrige Lésung mit Ather aus, engten den Atherextrakt bis zur 
Trockne ein und nahmen das Actinomycin mit Methanol auf. 

In allen Fallen war die Ausbeute so gering, da eine chromatographi- 
sche Analyse nicht méglich war. Die Actinomycin-Konzentration der 
Schragréhrchen lag unter 10 mg/l Kulturlosung. Fur eine Actino- 
mycin I-Gewinnung kamen also diese Nahrbéden nicht in Frage. Bei den 
gebildeten Farbstoffen handelte es sich um Melanine. Diese treten bei 
degenerierten Stammen oft verstarkt auf (FRoMMER 1955b). 


Ausleseversuche 


Die Degeneration war also bei diesem Stamm so weit fortgeschritten, 
daB selbst auf physiologisch stark alkalischen Nahrbéden keine Acti- 
nomycin-Bildung mehr auftrat. Wir versuchten daher, die vielleicht noch 
in der Population vorhandenen aktiven Staimme auszulesen. 

Zur Durchtestung einer grofen Zahl einzelner Kolonien hat sich auch 
bei anderen Antibiotica ein Verfahren nach KuLner (1948) gut bewahrt 


(FROMMER 1955a). 

Ein fiir die Actinomycin-Bildung giinstiger Nahragar (je 10 cm*) wird in Petri- 
schalen mit planem Boden mit filtrierten Sporensuspensionen des zu untersuchenden 
Stammes, die nur einzelne Sporen, keine Sporenketten enthalten, beimpft und bei 
28° C bebriitet. Nach 5—6 Tagen werden die inzwischen gewachsenen Kolonien mit 
10 cm? einer Diffusionsschicht aus 1°/, Agar in dest. Wasser iibergossen, die nach 
dem Erstarren mit 3 cm’ eines bereits mit dem Testbakterium beimpften Bakterien- 
agar? iiberschichtet wird. Nach einer weiteren Bebrittung von 24 Std bei 37° C ist die 
Bakterienschicht zu einem diinnen Hautchen zusammengeschrumpft. Uber den 
Antibiotica-erzeugenden Kolonien haben sich Hemmzonen ausgebildet. Als Test- 
organismus wurde ein Bacillus subtilis-Stamm verwendet. 


1 1°/, Glucose; 0,5°/, Pepton; 1,2°/, K,HPO,; 0,25°/, Agar; px 7,2. 
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Von BrockMANN u. Grone (1954) war die Actinomycin-Bildung des Stammes 
Imme 797 nur auf einem KNO,-Nahrboden! untersucht worden. Dieser Nahrboden 
ist physiologisch sehr stark alkalisch (1°/, KNO,!), und es war méglich, daB auf ihm 
viele Kolonien, die eine starke Tendenz zur Saurebildung haben, nur durch die starke 
physiologische Pufferung in der Lage sind, Antibiotica und damit Hemmzonen zu 
bilden. Die Gefahr, da® die auf einem solchen Nahrboden ausgelesenen Kolonien in 
den nachfolgenden Passagen schnell degenerieren, ist sehr groB. Auf der anderen 
Seite war nicht sicher, ob in der Population Kolonien enthalten sind, die auch auf 
dem weniger stark physiologisch gepufferten Glycerin-Glykokoll- Agar nennenswerte 
Mengen Actinomycin bilden [KuTzNER (persénliche Mitteilung) stellte bei diesem 
Stamm auf Glycerin-Glykokoll-Agar keine Hemmzonenbildung fest]. Wir legten 
daher von beiden Nahrbéden je etwa 100 Platten an. 


Tabelle. Haufigkeitsverteilung der Hemmzonen 


a ny 
5 “ |¥ eo. 
gs Helees 
BA Ge- | 3 |Zahl der| #4 8 84 
Millimeter elelelalelsiaisisiale!s| (cam|= | rms fe oleg ae 
| a a wie ee 
e Jal+/"|Z/elslalalalaialale| |S 37 )53° 
Zahl d. Kol. 
auf 
Glyce.-Glyk. 
(5. Tag). . |1113] 4) 5) 5) 3) 3/10 7151417 3} 0)161)1360) 75) 18,0 | 86 7,2 
KNO, (5. Tag)} 353} 2) 5} 4| 6} 3} 3} 3) 1) 1] 0} 0} 0] 18) 399/40) 10,0 | 28 8,7 
KNO, (6. Tag)| 198} 613) 5) 7) 3) 4) 3) 1) 1) 0) 2| 3] 39) 285) 29] 9,8 | 48] 19,5 


1 Diese Kolonien waren am Rande der Platten oder nahe bei anderen Kolonien 
gewachsen, so das die von ihnen gebildeten Hemmzonen nicht ausgemessen werden 
konnten. 


Auf dem KNO,-Nahrboden waren die Kolonien nach 5 Tagen viel 
kleiner als auf Glycerin-Glykokoll, aber viel staérker gefairbt. Auf Glycerin- 
Glykokoll-Agar hatten die meisten Kolonien ein kraftiges, teils weiB und 
teils grau gefirbtes Luftmycel ausgebildet. Bei den auf KNO,-Agar ge- 
wachsenen Kolonien fehlte das Luftmycel meist oder es war nur als 
diinner Schleier vorhanden. 

Nach 5tagiger Bebriitung wurden auf 75 Glycerin-Glykokoll-Platten 
und 40 KNO,-Platten die Testschichten aufgebracht, am 6. Tag auf 
weitere 29 KNO,-Platten. Die Tabelle zeigt die Haiufigkeitsverteilung der 
Hemmzonen. 

Ganz auffallend ist die Tatsache, daB, obwohl beide Nahrbéden mit 
derselben Sporensuspension beimpft wurden, sich auf KNO,-Agar nur 
etwa halb soviel Kolonien bilden wie auf Glycerin-Glykokoll-Agar. Auch 
eine um 9 Tage verlingerte Bebriitung einzelner Platten anderte an 

+ 2 Vol-°/) Glycerin; 1°/, KNO,; 0,1°/, NaCl; 0,1°/, K,HPO,; 0,005°/, MgSO,- 
7 H,0; 0,001°/, FeSO, + 7 HO; 0,0019/, CaCO,; 2°/, Agar. 
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diesem Verhaltnis nichts (siehe Tabelle, auch Kolonienzahl/Platte am 
5. und 6. Tag). Die genaue Sporenzahl der Impfsuspension war nicht 
bekannt. Eine mikroskopische Zahlung kann wegen der Kleinheit der 
Sporen nur sehr schwer durchgefiihrt werden. Es ist méglich, daB die 
Summe der auf KNO,- und Glycerin-Glykokoll-Agar gekeimten Sporen 
nur einen Teil der Gesamtzahl ausmacht. Auch bei Kinspor-Isolierungen 
mit dem Mikromanipulator wachsen nur etwa 10°/) der Sporen an 
(FRomMER 1955a). Der Gedanke, daf es sich um biochemische Mutanten 
handelt, liegt nach den Untersuchungen von SERMONTI u. SPADA- 
SmRMoNTr (1955 u. 1956), BRADLEY u. LEDERBERG (1956) sowie Szy- 
BALSKI u. BRAENDLE (1956) nahe. Auf der anderen Seite ist natiirlich bei 
diesem degenerierten Stamm auch an eine Keimungshemmung bei einem 
Teil der Sporen zu denken. 

Die Verteilung der Kolonien auf dem Glycerin-Glykokoll-Agar nach 
Hemmzonen zeigt neben vielen wenig oder nicht wirksamen Kolonien 
eine deutliche Anhaufung wirksamer Kolonien mit Zonen von 18 bis 
30 mm. Es sind also keine flieBenden Ubergange zwischen unwirksamen 
und stark wirksamen Kolonien vorhanden; es wird entweder nichts (oder 
sehr wenig) oder viel Actinomycin gebildet. Dies spricht fiir einen geneti- 
schen Unterschied. 

Auf dem KNO,-Nahrboden treten dagegen nur wenige wirksame 
Kolonien in gleichmaBiger Verteilung auf. 

Am 6. Tag waren die Zonen im Durchschnitt gegentiber dem 5. Tag um 
etwa 10—11mm vergréBert und aus einzelnen unwirksamen waren 
schwach wirksame Kolonien geworden. 

Von den Glycerin-Glykokoll-Platten wurden 42, von den KNO,- 
Platten 17 Kolonien mit den gré8ten Hemmzonen isoliert und auf 
Glycerin-Glykokoll-Agar abgeimpft. Sehr viele Stamme, insbesondere 
die aus KNO,-Platten isolierten, zeigten Anzeichen von Degeneration. 
11 der isolierten Stamme mit den geringsten Degenerationsanzeichen 
setzten wir auf Oberflachenkultur in P-Kolben (je 11 Nahrlésung) mit 
Glycerin-Glykokoll- und KNO,-Nahrlésung an. 

In Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung fiel der py-Wert sehr schnell bei 
allen Stammen auf etwa px 5 (nach 14 Tagen). Das anfangs gebildete 
Actinomycin wurde spater zum Teil wieder abgebaut. Von jedem dieser 
Kolben konnten nur wenige Milligramm Actinomycin gewonnen werden. 
Die KNO,-Nahrlosung verhinderte diesen px-Abfall mit nachtraglichem 
Abbau des Actinomycins und gab infolgedessen viel bessere Ausbeuten. 
Die Ausbeuten an Rohactinomycin lagen zwischen 66 und 190 mg/l 
Kulturlésung, bei den meisten Stammen tiber 100 mg/l. 

Zur Actinomycin-Gewinnung wurde die vom Mycel abfiltrierte Kultur- 
lésung (je 1 1) bei KNO,-Losung 2mal, bei Glycerin-Glykokoll-Losung 
einmal mit je etwa 200 cm* Butylacetat ausgeschiittelt. Nach dem 
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Einengen des Butylacetatextraktes im Vacuum fallten wir das Rohactino- 
mycin mit Petrolaither. Das Mycel enthielt keine nennenswerten Acti- 
nomycinmengen und wurde verworfen. 

Alle so gewonnenen Praparate untersuchten wir im Papierchromato- 
gramm in den Systemen Butylacetat + n-Dibutylather (3:1)/10/, 
Natrium-m-kresotinat und n-Dibutylither + Butanol (3:2)/10°/, 
Natrium-m-kresotinat auf ihre Zusammensetzung. In allen Fallen ergab 
sich das fiir Actinomycin I typische Bild (siche BRocKMANN u. GRONE 
1954). Neben der Hauptkomponente I, treten stets in geringer Menge I, 
und je nach Stamm 3—4 verschiedene I)-Komponenten auf. In keinem 
Fall wurde eine sich wie Actinomycin X, verhaltende Komponente ent- 
deckt. Auch die inzwischen von Dérine (pers. Mitteilung) in praparati- 
vem MaSstab durchgefiihrten Versuche brachten dasselbe Ergebnis. 


Diskussion 


Der stark degenerierte Actinomycin I-Bildner JImme 797 konnte durch 
Nahrbodenvariation nicht dazu gebracht werden, Actinomycin in 
nennenswerten Mengen zu bilden. Auf Platten erwies sich nur noch ein 
geringer Prozentsatz der sich entwickelnden Kolonien als antibiotisch 
wirksam. Durch Auslese konnten aktive Stéamme gewonnen werden, die 
im P-Kolben gute Actinomycin-Ausbeuten ergaben. Jeder der ausgelese- 
nen Stémme gab Actinomycin I. In keinem Fal] konnte ein dem Acti- 
nomycin C oder X ahnliches Gemisch isoliert werden. Dies spricht fiir die 
Konstanz der von diesem Stamm gebildeten Actinomycin-Zusammen- 
setzung. 

Da nach den bisherigen Untersuchungen sich die Actinomycine C, 
bzw. C, nicht von den Actinomycinen I, bzw. I, unterscheiden, kénnte 
man Actinomycin I baw. D als einen Sondertyp des Actinomycins C auf- 
fassen, bei denen die Komponenten C, und C, sehr schwach vertreten 
sind. 

Weitere Untersuchungen an Actinomycin C-Bildnern oder an den von 
CorBaz u. a. (1957) beschriebenen zur Chrysomallus-Gruppe gehérenden 
Actinomycin I-Bildnern miiBten jedoch erst zeigen, wieweit eine solche 
Darstellung gerechtfertigt ist. 


Zusammenfassung 
Untersuchungen an Actinomycin I-Bildnern zeigen, daB von diesen 
nur Actinomycin [ gebildet wird. In keinem Fall konnte aus diesen 
Stémmen ein Actinomycin-Gemisch des X- oder C-Typs isoliert werden. 


Herrn Professor Dr. H. Brockmann danke ich fiir seine groBziigige Unter- 
stiitzung. Herrn D. BacuMaNNn méchte ich fiir seine technische Hilfe danken. 
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Zur Systematik der Actinomyceten* 
4, Kine Arteinteilung der Gattung Streptomyces Waksman et Henrici** 


Von 
L. ETTLINGER, R. CORBAZ und R. HUTTER 


Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 7. Juni 1958) 


Es ist Aufgabe der Streptomyceten-Systematik, ihre Organismen so zu 
beschreiben, daB sich unbestimmte Stimme eindeutig einer bekannten 
Art einordnen oder als neu erkennen lassen. Dieses Ziel ist gegenwartig 
noch kaum erreicht. Eine Bestimmung nach der Literatur ist deshalb 
schwierig, weil Merkmale von ganz verschiedenem systematischem Wert 
zur Beschreibung herangezogen werden und keine Klarheit dariiber 
herrscht, welche als zwingend, artdifferenzierend und welche nur als 
akzessorisch zu betrachten sind. Dies ist zugleich auch der Grund, warum 
von riihmlichen Ausnahmen abgesehen (BURKHOLDER et al. 1955) kaum 
je Synonymien aufgestellt werden. Dazu kommt, daB gegenwartig die 
Anschauungen in Flu8 geraten sind, und wihrend noch vor kurzem die 
léslichen Pigmente als Merkmale erster Ordnung galten, machen ihnen 
heute schon Charakteristica wie Morphologie und Farbe des Luftmycels 
den Rang streitig. Neu erschlossene Merkmale wie die feinere Morphologie 
der Sporen kénnen erst im Lauf der Zeit Eingang in die Diagnosen finden. 

Unter diesen Umstinden ist es erforderlich, auf den Vergleich mit 
authentischen Stémmen aus Kultursammlungen abzustellen, doch 
erheben sich hierbei neue Schwierigkeiten. Fiir eine groBe Zahl von Arten 
sind keine Originalkulturen mehr vorhanden, und die Nomenklaturregeln 
schreiben leider nicht vor, da dann eine andere Kultur zum Typus 
erklirt werden miisse. In anderen Fallen sind die Originalstimme aus 
politischen oder 6konomischen Griinden nicht oder kaum zuganglich. Wo 
Typus-Kulturen erhaltlich sind, weisen sie oft erhebliche Unterschiede zu 
den Diagnosen auf, und der Bearbeiter steht vor der Frage, ob er an der 
Echtheit der Kultur zweifeln oder zu der vielberufenen Variabilitat der 
Streptomyceten Ausflucht nehmen soll. 

Auf Grund mehrjihriger Erfahrung mit etwa 150 Sammlungsstémmen 
und 14000 eigenen Isolierungen sind wir zu der Uberzeugung gelangt, 
dafs diese Variabilitit auf einige auffallende, aber eben unzuverlassige 
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Merkmale zutrifft, wie die Produktion léslicher Pigmente, Farbe des 
vegetativen Mycels und antibiotische Aktivitait. Daneben existieren eine 
Reihe von Merkmalen, die wir in dem Sinne fiir konstant und zuverlassig 
ansehen, dafs sie sich iiber langere Zeit im Laboratorium mit vielen Ab- 
impfungen nicht verandern, und da sich die Stémme im Bezug auf sie als 
homogen erweisen. Ferner sind sie zur Hauptsache unabhangig von 
Medium, Ziichtungsbedingungen und Alter. 

Ahnliche Unterscheidungen des systematischen Werts wurden schon 
von anderen Autoren vorgeschlagen (Literaturiibersicht siche WAKSMAN 
1957), doch erreichte man dabei in der Regel mit konstanten Merkmalen 
nur eine zwischen Species und Genus gelegene Stufe wie Sektion, Serie, 
Gruppe, worauf man empfahl, diese mit weniger zuverlassigen Eigen- 
schaften weiter in Arten zu unterteilen. 

Demgegeniiber schlagen wir hier eine Arteinteilung vor, welche auf 
unzuverlassige oder nicht eindeutig zu bestimmende Merkmale ganz 
verzichtet. Wir sind dabei von dem Gesichtspunkt ausgegangen, daB die 
Art, als Grundlage der ganzen Systematik, die kleinste noch mit konstan- 
ten Higenschaften charakterisierbare Einheit darstellen soll. Sie dann 
weiter in Varietaiten usw. zu unterteilen, halten wir fiir unnotig, doch ist 
das dem Geschmack jedes Bearbeiters tiberlassen. 

Wir haben 4 Merkmalsgruppen als geeignet zur Artdifferenzierung 
gefunden, namlich Morphologie der Sporen, Farbe des Luftmycels, 
Morphologie des Luftmycels und Fahigkeit zur Melaninbildung; also 
einerseits vorwiegend morphologische Eigenschaften der reproduktiven 
Phase des Organismus, was mdéglicherweise kausal mit der Konstanz 
verkniipft ist, andrerseits ein physiologisches Merkmal, das sich iiber- 
raschenderweise als zuverlaissig bewahrt hat. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir nun unser ganzes Material, 
bestehend aus den Sammlungsstémmen und den naher gepriiften eigenen 
Isolierungen (die aber nur gelegentlich erwahnt werden), nach den aus- 
gefiihrten Gesichtspunkten in Arten eingeteilt. In der Regel haben wir 
diejenige Sammlungskultur mit dem altesten Artnamen als Vertreter der 
Species gewahlt, doch wurde von Prioritatserwagungen abgesehen, wenn 
Zweifel an der Echtheit des Stamms méglich waren. Arten, fiir die wir 
keine Vertreter aus Sammlungen fanden, haben wir als neu beschrieben, 
da wir eg im Rahmen dieser Arbeit fiir das geringere Ubel ansahen, ein 
Synonym als eine nicht auf direktem Vergleich beruhende Bestimmung 
zu publizieren. Hs ist klar, daf sich unsere Synonymien auf den jeweils 
untersuchten Stamm bezichen, auf die durch ihn vertretene Species 
jedoch nur, wenn er als Typus dieses Namens zu gelten hat. Dies zu ent- 
scheiden, lag in vielen Fallen weder nach den Nomenklaturregein noch 
nach der Zusammensetzung unserer Kultursammlung in unserer Kom- 
petenz. Wir méchten daher auch unsere Arbeit als einen Vorschlag 
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betrachten, dessen Ausfiihrung anderen zu iiberlassen ist. Unter diesem 
Gesichtspunkt haben wir es sogar in Kauf genommen, eine Arteinteilung 
der Gattung Streptomyces aufzustellen, in der die Typusart, S. albus, 
nicht figuriert. 

Abgesehen von der Melaninbildung als physiologischem Merkmal, 
betrachten wir unsere Merkmale untereinander als gleichwertig. Ihre 
Reihenfolge ist so gewahlt, da& die Auswirkungen von Fehlerquellen 
moglichst beschrankt bleiben. An der Spitze stehen die Sporenmerkmale, 
die auf jeden Fall eindeutig zu erkennen sind. Es ist uns bewubt, daB 
nicht jedem Bearbeiter von Streptomyceten ein Elektronenmikroskop zu 
Diensten steht, doch ist dies kein Grund, eine gute morphologische 
Merkmalsgruppe zu unterdriicken. Als Hilfsschliissel zur Bestimmung 
ohne Sporenmerkmale haben wir Abb. 1 mit dem vollstandigen Species- 
Verzeichnis ausgestattet. Von hier kann man dann zur Luftmycelfarbe 
im Bestimmungsschliissel oder in der nach Luftmycelfarben gegliederten 
Artenliste weiterschreiten. Zur richtigen Beurteilung der Luftmycelfarbe 
ist eine gewisse Routine Voraussetzung, doch erweist sie sich dann als sehr 
zuverlassiges und weitreichendes Merkmal. Bei der Morphologie des Luft- 
mycels ist stets mit der Gefahr zu rechnen, daB bei nicht ganz optimalem 
Wachstum kompliziertere Strukturen itibersehen werden. Deshalb er- 
scheint diese am starksten differenzierte Merkmalsgruppe erst an dritter 
Stelle. 

Am Ende der Artenliste folgt eine Zusammenstellung derjenigen 
Staémme, die bei uns kein Luftmycel entwickelten, und die wir daher auch 
nicht einreihen kénnen. 

Die Gattung Streptomyces fassen wir in der gleichenWeise auf, wie sie in 
Brreety VII (1957, 8. 744 ff.) definiert ist. 


I. Zur Artdifferenzierung geeignete Merkmale 
1. Morphologie der Sporen 


Die Sporen der Streptomyceten sind im allgemeinen so klein (Durch- 
messer < 1 uw), dafi man ihre morphologischen Besonderheiten mit dem 
Lichtmikroskop nicht sicher erkennen kann. Zwar wurden schon von 
ailteren Autoren Angaben iiber Form und Gréfe der Sporen gemacht und 
namentlich von KRassILNrKov (1949) eine Einteilung der Sporen in 
runde oder ovale gegeniiber oblongen oder zylindrischen als systemati- 
sches Merkmal verwendet, doch halten unserer Meinung nach diese Unter- 
scheidungen einer Uberpriifung im Elektronenmikroskop nicht stand. 

Frate (1952) und Frare et al. (1952) haben als erste die Sporen einer 
groBeren Anzahl von Stéimmen elektronenoptisch untersucht und fest- 
gestellt, daB sich dabei nicht nur in der Form, sondern auch in der Ober- 
flichenbeschaffenheit der Sporen fiir die Systematik vielversprechende 
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Unterschiede zeigen. KtstEr (1953) sowie Fata et al. (1955) unter- 
scheiden folgende 6 Sporentypen: Sporen mit rauher Oberfliche 
a) stachlig, b) haarig, c) warzig. — Sporen mit glatter Oberfliche 
a) lang-oval, b) rund, ec) zylindrisch. 

In einer vorlaufigen Mitteilung (FLate u. Kurzner 1954) wird die 
Anwendung dieser Merkmale zur Klassifizierung eines gréBeren Stamm- 
materials angekiindigt, doch zieht KuTzNER (1956) Merkmale der Sporen- 
morphologie nur in einzelnen Fallen und nur auf der allerletzten Stufe 
seines Hinteilungsschemas zur Unterscheidung heran. Offenbar sind dem 
Autor die Sporenmerkmale suspekt erschienen, weil sie nicht mit der auf 
Farbe von Luftmycel, Substratmycel und léslichem Pigment basierenden 
Gruppeneinteilung parallel gingen. 

Nach dem gleichen Kriterium beurteilten Banpacct u. GREIN (1955) 
die Brauchbarkeit der Sporenmorphologie fiir die Systematik. Sie stellten 
fest, daB die von Batpacct et al. (1953, 1954) nach Substratmycel- und 
Luftmycelfarbe aufgestellten Serien einheitlich seien in bezug auf die 
Sporenform, daB jedoch bei der Oberflachenbeschaffenheit (glatt, stach- 
lig usw.) nicht einmal unter verschiedenen Stémmen einer Art Hinheit- 
lichkeit herrsche. 

Wir wiirden in diesem Fall eher an der Hinheitlichkeit der betreffenden 
Art zweifeln, da fiir uns die Konstanz und Hindeutigkeit des Merkmals 
selbst ausschlaggebend ist. Wir haben die elektronenoptischen Higen- 
schaften verschiedener Stamme auf verschiedenen Medien nach ver- 
schieden langer Inkubationszeit und zum Teil wiederholt nach langeren 
Zeitabstainden (bis zu 3 Jahren) gepriift und dabei gefunden, daB nicht 
nur die groben Unterschiede glatt und rauh konstant sind, sondern daB 
bei den rauhen auch die spezifische Ausbildung der Wandauswiichse stets 
die gleiche bleibt. Die Sporenform andrerseits vermittelt zwar wohl den 
Findruck einer gewissen statistischen Konstanz, doch liefert sie fiir die 
Systematik keine zwingenden Merkmale, da im gleichen Praparat nie nur 
eine Form, sondern immer auch alle méglichen Uberginge zu anderen 
Formen anzutreffen sind. Die Sporengr68e ist im allgemeinen, d. h. von 
gewissen Ausnahmen abgesehen, im Verhaltnis zu allfalligen Artunter- 
schieden auch zu variabel, um zur Unterscheidung zu dienen. 

Schwierigkeiten bereitete uns die richtige Einordnung der warzigen 
Sporen. Fraie u. Mitarb. (lL. c.) stellen die Warzen als Wandauswiichse 
den Stacheln und Haaren gleichrangig zur Seite. ENGHUSEN (1955) 
dagegen betrachtet sie als Artefakte, die dadurch entstehen, daB die 
etwas weiteren Sporenhiillen im Vakuum des Elektronenmikroskops auf 
die Sporen gepreBt werden. Umgekehrt glauben Banpacct et al. (1956, 
1957), daB die Sporenhiillen normalerweise die Wand (Exospore) der 
Sporen abgeben, und da die warzigen Sporen Artefakte darstellen, 
welche aus den im Vakuum gerissenen Exosporen ausgeschliipft sind. 
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In unseren Priparaten haben wir niemals stachlige oder haarige 
Sporen neben glatten beobachtet. Warzige Sporen dagegen kamen nie fiir 
sich allein vor, sondern stets mit glatten zusammen. Umgekehrt geben 
Batpacct et al. (1956, 1957) eine Abbildung wieder, die 3 warzige Sporen 
neben einer stachligen zeigt. Wir glauben deshalb, da’ man die Warzen 
nicht als entsprechende Auswiichse wie Stacheln oder Haare werten darf, 
sondern da® man sie als natiirliche oder kiinstliche MiBbildungen auf- 
fassen muB, die bei glatten wie eventuell auch bei stachligen Sporen auf- 
treten kénnen. Es sei auch bemerkt, daf wir warzige Sporen fast immer 
bei Stiimmen gefunden haben, die wie S. hygroscopicus im Alter eine 
schwarze Verfliissigung des Luftmycels erleiden. 

Wir unterscheiden somit glatte Sporen einerseits und stachlige oder 
haarige andrerseits. Stacheln sind spitze, starre Auswiichse von relativ 
beschrankter Lange. Man kann sie noch unterteilen in kurze, an der Basis 
verbreiterte, Rosendornen-ahnliche undin lange, schlanke aber dochstarre, 
Borsten-ahnliche. Haare sind gleichmaBig diinne, biegsame, sehr lange 
und zerbrechliche Auswiichse. 

Methodik: Mit einem Trépfchen sterilen Wassers an der Spitze einer Mikro- 
pipette streicht man leicht tiber die sporentragende Oberflaiche einer Petrischalen- 
Kultur. Das Trépfchen beladt sich praktisch ausschlieBlich mit Sporen. Es wird auf 
eine Formvarfolie aufgetragen, die auf einem Netzchen montiert ist, und an der 


Luft trocknen gelassen. Das Trépfchen soll groB genug sein, daB es sich auf der 
ganzen Oberflaiche ausbreitet und nicht als Kugel einschrumpft. 


2. Farbe des Luftmycels 


Die Farbe des reifen, versporten Luftmycels, der ,,Sporen en masse“, 
wurde schon von vielen Autoren zur Einteilung der Streptomyceten in 
Gruppen herangezogen (Baupacctr et al. 1953, 1954, HessELrme et al. 
1954, Fuaia u. Kurzner 1954, Yamaqucut u. Sapurt 1955, KurzNer 
1956, Gaus 1957, PripHAmM et al. 1958). Wahrend die Mehrzahl dieser 
Autoren die Luftmycelfarbe (Sporenfarbe) der Farbe des Substratmycels 
und der léslichen Pigmente in der Rangordnung gleichstellen oder gar 
unterordnen, sind HrssELTINE et al. (1954) die ersten, die auf den iiber- 
ragenden Wert dieses Merkmals dank seiner Konstanz und Unabhangig- 
keit vom Nahrboden hingewiesen haben. In einer spiteren Veréffent- 
lichung (PRIDHAM et al. 1958) geben dieselben Autoren ein verbessertes 
Kinteilungsschema an, schreiben aber zugleich, sie seien mit der Gruppie- 
rung der Streptomyceten nach Sporenfarben auf gewisse Schwierigkeiten 
gestoBen. Da der spezielle Teil dieser Publikation nicht wenige Beispiele von 
Kulturen enthalt, die in eine andere Farbgruppe eingereiht sind, als wir 
ihnen zuteilen, glauben wir, daB es sich hier um Schwierigkeiten technischer 
Art handelt, die den Wert der Merkmalsgruppe selbst nicht berihren. 

Wir gehen von der auf der Erfahrung zweier von uns (R. C. u. R. H.) 
beruhenden Voraussetzung aus, daB es bei der Einteilung von Farbgruppen 
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des Luftmycels nicht darum geht, ein kontinuierliches Farbspektrum 
fiir praktische Zwecke in willkiirliche Sektoren aufzuteilen, iiber deren 
Umfang sich diskutieren lat, sondern vielmehr darum, einige wenige 
naturgegebene, miteinander unvereinbare Typen zu erkennen und in 
ihrem Schwankungsbereich richtig gegeneinander abzugrenzen. Von 
diesem Gesichtspunkt aus sei hier die Literatur an Hand des Ein- 
teilungsvorschlags von PripHam et al. (1958), der unseren Anschauungen 
am nachsten kommt, kurz besprochen und sodann ein eigener Vorschlag 
begriindet. 

PRipHAM et al. (1958) unterscheiden folgende Sporenfarben: 1. White, 
2. Olive-buff (buff to tan to olive-buff), 3. Yellow, 4. Blue (blue to blue- 
green to green), 5. Red (pink to red to lavender to lavender-gray), 
6. Gray (light gray to mouse-gray to brown-gray to gray-brown). 

Gegeniiber der fritheren Hinteilung von Hussevrine et al. (1954), die 
nur 4 Farbgruppen unterschied, besteht der Fortschritt darin, daB die 
Olivtone aus der Graugruppe herausgenommen wurden. Fiir einen Fehler 
sehen wir es dagegen an, da man sie selbstandig gemacht und nicht mit 
der Gelbgruppe vereinigt hat, die beide in den Schwankungsbereich des 
gleichen Typus gehéren. 

Unrichtig erscheint uns auch die Vereinigung von Blau und Griin in der 
Blaugruppe. Sie findet sich bei fast allen Autoren und ist wohl nur da- 
durch zu erklaren, da8 der Vertreter des Typus Blau, S. viridochromogenes 
oder S. viridis sensu Baldacci mit seinem Namen auf Griin hindeutet, was 
sich aber nicht auf sein rein himmelblaues Luftmycel bezieht. Stamme 
mit griinem Luftmycel sind anscheinend selten, und so ist auch KUTZNER 
(1956) bisher der einzige, der sie als selbstandigen Typus erkannt und 
damit die Einteilung von Fiatc u. Kurzner (1954) erweitert hat. 

Hiner der schwierigsten Punkte in jedem Hinteilungsschema ist die 
richtige Trennung von Rot und Grau. Hier werden meist die dunkelgrauen 
Varianten der Rotgruppe falschlicherweise als Braungrau oder Graubraun 
zur Graugruppe gestellt (z. B. S. filipinensis, S. violaceonager u. a.). 

Die Sporenfarbe Schwarz, welche einige Autoren angeben, haben wir 
nie gesehen. In den meisten Fallen diirfte es sich um die mit Speciesnamen 
wie hygroscopicus oder nigrescens verbundene schwarze Verfliissigung des 
Luftmycels handeln. Da diese noch unaufgeklarte Erscheinung bei ver- 
schiedenen Farbgruppen auftreten kann (siche unten), ist es unrichtig, sie 
als eigene Gruppe zu betrachten. Andere Angaben beziehen sich auf 
S. melanosporeus, eine Art mit zweifelhafter Gattungszugehorigkeit; der 
CBS-Stamm zeigte bei uns nur schwarzes vegetatives Mycel, aber kein 
Luftmycel. 

Unser eigener Vorschlag umfaBt 6 Farbgruppen, die wir mit lateini- 
schen Farbnamen aus der Terminologie von LiNDENBEIN (1952) (eng- 
lische Ubersetzung bei WAKSMAN 1957) bezeichnen, um anzudeuten, da’ es 
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sich beim Namen nicht um die Umschreibung eines bestimmten Farbtons, 
sondern um die stichwortartige Andeutung eines Typus mit definiertem 
Schwankungsbereich handelt. Dieser soll im folgenden noch mit einigen 
Worten umschrieben werden. Den Hinweis auf Farbtafeln oder die 
Wiedergabe von Farbmustern halten wir fiir wenig niitzlich; dagegen sind 
fiir jede Gruppe einige méglichst allgemein zugingliche Stamme mit den 
Katalogbezeichnungen angegeben, die reichlich Luftmycel in den 
typischen Farben bilden: 1. niveus (schneeweiB), 2. griseus (gelblich- bis 
griinlichgrau), 3. azwreus (himmelblau), 4. cinnamoneus (blaBkarmin bis 
zimtbraun), 5. cinereus (aschgrau), 6. prasinus (lauchgrin). 

1. niveus. Luftmycel zeigt auch in ausgereiftem Zustand keine Farbe, 
ist schneeweiB; Beispiele: S. purpurascens NRRL B-1480; S. rubrireticuli 
NRRL B-1484. 

2. griseus. Luftmycelfarbe zusammengesetzt aus Gelb und Griin zu 
verschiedenen Anteilen. Dem stets gelb-griinen Grundton sind wechselnde 
Mengen Grau beigemischt; Beispiele: S. griseus, alle Staémme von 
Waxsman; S. cellulosae ATCC 3313, NRRL B-1222, CBS (Krainsky); 
S. lipmanit ATCC 3331, CBS (Waksman u. Curtis); S. pelletiert CBS 
(Ciferri). 

3. azureus. Einzige Farbkomponente ist Himmelblau; Beispiele: 
S. viridochromogenes NRRL B-1227, CBS (Waksman u. Curtis); S. 
chartreusis NRRL 2287. 

4. cinnamoneus. Hauptkomponente ist BlaBkarmin. Durch verschieden 
starke Beimengung von Grau wird die Farbe bis zu Zimtbraun verdunkelt. 
Zwischen diesen beiden Extremen lassen sich alle Ubergange beobachten; 
Beispiele: S. davendulae Stamm Waksman; S. fradiae NRRL B-1195; 
S. erythraeus ATCC 11635; S. venezuelae CBS (ATCC). 

5. cinereus. Hauptkomponente ist stets Aschgrau. In kleinen Anteilen 
kénnen Farben wie Zimtbraun, Himmelblau, Griinlichgelb oder Olivgriin 
beigemischt sein, doch verlieren sich diese Farbkomponenten in der 
Regel, sobald das Luftmycel iippig ausgebildet ist; Beispiele: 8. parvulus 
ATCC 12430; S. antibioticus ATCC 8663; S. olivaceus ATCC 3335; 
S. griseoflavus CBS (Ciferri); S. nowrsei ATCC 11455. 

Kinen abweichenden Typus, bei dem das Luftmycel auch in reifem 
Zustand blaiulichgrau (plumbeus) bleibt, haben wir bisher einzig bei 
S. albogriscolus NRRL B-1305 beobachtet. 

6. prasinus. Kinzige Farbkomponente ist Lauchgriin; Beispiele: 

S. prasinus ETH 12493; S. hirsutus ETH 16660; S. prasinopilosus 
ETH 13765. 

Zur Methodik: Es empfiehlt sich, fiir jeden Stamm verschiedene 
Medien nebeneinander zu beniitzen. Zwei Fehlerquellen sind speziell zu 
beachten: Zu junges, unreifes Luftmycel und durchscheinende Exo- 
pigment- oder Substratmycelfarbe, insbesondere bei sparlicher Ausbildung 
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des Luftmycels. HessEnrrne et al. (1954) bemerken mit Recht, man 
muisse jeder Luftmycel-Farbangabe ,,weiB mit Verdacht begegnen, da es 
sich meist um unreife, junge Kulturen handle. Ebenso sind unreife 
Stadien von cinereus und cinnamoneus kaum auseinanderzuhalten. 
Stéamme mit wirklich weiBem Luftmycel sind besonders schwer zu er- 
kennen, da sie meist zugleich auch stark gefirbte Pigmente in Substrat 
und Substratmycel besitzen, die durchscheinen. Hier helfen Medien, 
welche die storenden Farben etwas hintanhalten, ohne die Ausbildung des 
Luftmycels zu beeintrachtigen. Es sei bemerkt, daB die meisten Arten, 
die wir hier unter Luftmycel niveus einordnen, in der Literatur mit 
irgendwelchen Farbbezeichnungen fiir das Luftmycel zu finden sind. 
Uberhaupt kann man sich viele sonst unverstindliche Luftmycel- 
Farbangaben der Literatur nur als durch das Substratmycel oder 
Pigment suggeriert erklaren. 


3. Morphologie des Luftmycels 


Mikroskopisch beobachtbare Strukturen der Sporenketten, wie Spira- 
len, Quirle, verschiedene Verzweigungsarten, wurden schon von vielen 
Autoren zur Artunterscheidung herangezogen. Uber Altere Literatur 
siehe WakSMAN (1957), der selbst immer wieder auf die Wichtigkcit 
dieser Merkmalsgruppe hingewiesen und ihr in der neuesten Auflage des 
Brrcey (VII) groBere Beachtung geschenkt hat. Nach Vorarbeiten von 
BuRKHOLDER et al. (1954) und HEssELrIne et al. (1954), die zeigten, daB 
es sich hier um konstante, praktisch auch vom Medium unabhangige 
Merkmale handelt, haben nun PripHAM, HESSELTINE u. BENEDICT (1958) 
eine auf der Morphologie des Luftmycels basierende EHinteilung der 
Gattung Streptomyces in Sektionen vorgenommen, die hier vor allem 
besprochen werden soll. Sie unterscheiden folgende 7 Sektionen: 

1. Rectus-Flexibilis (RF): Sporophoren gerade, gewellt oder in Biischeln; keine 
Spiralen. — 2. Retinaculwm-A pertum (RA): Sporophoren als Haken, offene Schlin- 
gen oder stark auseinandergezogene (primitive) Spiralen. — 3. Spira (S): Sporo- 
phoren entweder als kurze, knorrige, zusammengedriickte oder als auseinander- 
gezogene, lange, offene Spiralen. — 4. Monoverticillus (MV): Sporophoren als 
primare Quirle an langen, geraden Asten; keine Spiralen. — 4. Monoverticillus 
Spira (MV-S): ebenso, Elemente der Quirle in Spiralen. — 6. Biverticillus (BIYV): 
Sporophoren als doppelte Quirle an langen, geraden Asten; keine Spiralen. — 
7. Biverticillus-Spira (BIV-S) : ebenso, Elemente der Quirle in Spiralen. 

Angehérige von 4 dieser Sektionen, némlich 1 (RF),2(RA),3( S) und 
6 (BIV) haben die Autoren selbst beobachtet, wihrend auf die Existenz 
der 3 iibrigen nur unkontrollierte Literaturangaben hindeuten. 

Wir glauben, daB® es streng genommen keine monoverticillaten gibt, 
daB also die Sektionen 4 und 5 nicht existieren, bzw. nicht von 6 und 7 
unterschieden werden kénnen. Bei unserem Material jedenfalls waren 
immer auch sekundare Quirle voll ausgebildet oder wenigstens durch 
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Verzweigungen angedeutet, wenn tiberhaupt primare Quirle vorlagen. 
Wir méchten daher anregen, die Sektionen 4 und 6 zu Verticillus (V) 
sowie 5 und 7 zu Verticillus-Spira (V-S) zusammenzuziehen. 

Fiir die Existenz von Verticillus-Spira konnen wir 2 selbst kontrollierte 
Beispiele angeben: S. noursei (6)* mit dem Originalstamm und einer 
eigenen Isolierung sowie S. tendae (20); (vgl. Abb. 1, ¢). 

Ferner sei auf eine Kombination hingewiesen, die in der besprochenen 
Kinteilung nicht vorgesehen, aber wohl bei S. echinatus (7) verwirklicht 
ist: Verticillus-Retinaculum Apertum (vgl. Abb. 1, e). 

Auch sonst halten wir dieses System fiir erweiterungsbedirftig, denn es 
schiene uns reichlich schematisch, eine so ausgesprochene Struktur wie 
die von S. ramulosus (28) (Abb. 1, h) zu Rectus-Flexibilis zu stellen. 

Da unser Ziel ein ganz anderes war als das der genannten Autoren, 
haben wir die Differenzierung dieser Merkmalsgruppe sehr viel weiter 
getrieben. Fiir uns handelte es sich ja nicht darum, ein Gruppenschema 
aufzustellen, in das sich méglichst viele der sehr heterogenen Literatur- 
angaben einbauen lassen, sondern wir wollten bis zu den kleinsten mit 
konstanten Merkmalen unterscheidbaren Einheiten, den Arten, vordrin- 
gen und fiir die bekannten Species nur auf selbst an Kulturen beobachtete 
EKigenschaften abstellen. 

Im Bestimmungsschliissel (8.341) haben wir bei der Luftmycel- 
Morphologie 8 verschiedene Gegensatzpaare verwendet. Diese sind zwar 
nicht alle unabhangig voneinander, indem gewisse Paare Spezialfalle 
tibergeordneter Merkmale darstellen, ergeben aber doch eine sehr groBe 
Zahl theoretischer Kombinationsméglichkeiten. Von diesen haben wir in 
unserem Material 15 Typen verwirklicht gefunden, die in Abb. 1, a—p 
ohne irgendein Einteilungsprinzip nebeneinandergestellt sind. Wir 
glauben, sie alle voneinander mit Sicherheit unterscheiden zu kénnen, 
auBer vielleicht | und p, die aber mit andern Merkmalen zu differen- 
zieren sind. Es ist sehr wohl méglich, da® mit der Zeit noch weitere, neue 
Typen gefunden werden. Kine Einordnung unserer Typen in die Sektionen 
von PripHam et al. (1958) laBt sich mit der einen erwihnten Ausnahme 
leicht durchfithren und ergibt folgende Gliederung: 1. (RF) =d,h,i, 1, 0, 
p.— 2. (RA) =f,m.— 3. (S) =b,g, k,n. —4. +6. (V) Sas — 
5. +7. (V-S) =e. —.. (V-RA) =e. Zum besseren Verstaéndnis des 
Bestimmungsschliissels und der Legende seien hier noch die verwendeten 
Begriffe an Hand der Abbildungen erklirt: 

Die Sporenketten entstehen bei a, b, c,d, e und h, im Gegensatz zu 
allen anderen, als Seitenzweige an langen, sterilen Lufthyphen (als 
unterer BildabschluB ist jeweils das Substrat bzw. Substratmycel zu 
denken). Entspringen auf der gleichen Hodhe des Hauptastes mehr als 


* Kingeklammerte Zahlen bedeuten die Laufnummer der Art in der Arten- 
beschreibung 8.342 ff. 
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2 Seitenzweige, wie bei a, c und e, so nennt man diese Verzweigung einen 
Quirl. Die Sporenketten selbst konnen gerade sein wie bei a,h und p 
oder gewellt wie bei d,i, 1 und o oder zu Spiralen gewunden wie bei den 
tibrigen 8. Bleiben Radius und Steigung aufeinanderfolgender Windun- 
gen konstant, so sind die Spiralen regelmaBig wie bei b, c, g, k und n, 
andernfalls unregelmaBig wie bei e,f und m. Die Spiralen sind ge- 
schlossen, wenn die Windungen eng aufeinanderliegen wie bei n, sonst 
sind sie auseinandergezogen, offen. Die Verzweigungsart ist sympodial, 
wenn sich keine bevorzugte Hauptachse erkennen 1aBt wie bei i und o, 
sonst ist sie monopodial wie bei allen anderen. (Diese Unterschiede lassen 
sich an den schematischen Zeichnungen weniger leicht erkennen als an 
den Kulturen selbst, wo man alle méglichen Wachstumsstadien neben- 
einander sieht.) Bei den sympodialen unterscheiden wir Biischel wie i, 
die sich fast ungestielt verzweigen, von gestielten Baumchen wie o. 

RegelmaBigkeiten im Drehsinn der Spiralen, die von Alteren (Uber- 
sicht bei Waxsman 1957) wie auch neueren (z. B. KutTznmr 1956) 
Autoren immer wieder herangezogen werden, konnten wir trotz griind- 
licher Untersuchungen nicht feststellen. 

Alle Beobachtungen wurden durch direktes Mikroskopieren wachsen- 
der Petrischalen-Kulturen auf einem beliebigen, fiir die Ausbildung von 
Luftmycel giinstigen Medium gewonnen. 


4. Chromogenitat 

Es gibt Streptomyceten, die auf gewissen, Tyrosin-haltigen Nahrbéden 
wie Fleischextrakt-Pepton-Agar u. a. schwarze, melanoide Verfirbungen 
hervorrufen und andere, welche dieselben Medien unverfarbt lassen. 
Diese Erscheinung hat bei den Streptomyceten als altestes Artmerkmal 
gedient (vgl. WaKsmaN 1957), mit dem man die Species albus (nicht ver- 
farbend) von der Species chromogenes (verfarbend) unterschied. 

Die Einteilung chromogen — nicht chromogen ist historisch zu ver- 
stehen und bezieht sich nur auf Melaninbildung. Sie hat zu MiBverstand- 
nissen AnlaB gegeben, indem manche Autoren dem Wortsinn nach die 
Bedeutung von chromogen auch auf andere Farbstoffe ausdehnten. 

Es wird allgemein angenommen, da die chromugenen Stimme sich 
durch den Besitz einer Tyrosinase von den nicht chromogenen unter- 
scheiden. Man bezeichnet daher auch vielfach die chromogenen als 
Tyrosinase-positiv und die nicht chromogenen als -negativ. Diese Aus- 
drucksweise ist insofern unkorrekt, als man nicht die Enzymreaktion 
selbst priift, sondern die durch einige Umwandlungs- und Polymeri- 
sationsschritte von ihr entfernte Melaninbildung. Wir unterscheiden 
daher in den folgenden Diagnosen zwischen ,,Melaninbildung™ bei 
chromogenen Arten und_,,keiner Melaninbildung’’ bei nicht chromo- 


genen. 
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Abb. 1. Mikroskopische Morphologie des Luftmycels. 
a Sporenketten in Quirlen an sterilen Lufthyphen, gerade netropsis (19), reticuli (26), rubri- 
reticuli (15). b Sporenketten als Seitenzweige an sterilen Lufthyphen, in offenen Spiralen purpur- 
ascens (2). ¢ Sporenketten in Quirlen an sterilen Lufthyphen, in offenen, mehr oder weniger 
regelmiBigen Spiralen noursei (6), tendae (20). d Sporenketten als Seitenzweige an sterilen Luft- 
hyphen, gerade oder gewellt fulvissimus (17), phaeochromogenes (18). e Sporenketten in Quirlen 
an sterilen Lufthyphen, in offenen, unregelmiBigen Spiralen echinatus (7). f Sporenketten mono- 
podial verzweigt, erst an den Enden langer, gerader Stiicke mit offenen, unregelmaBigen Spiralen 
versehen lavendulae (22). g Sporenketten monopodial verzweigt, mit kurzer, gerader Hauptachse 
und offenen, regelmaiBigen Spiralen parvulus (33). 


§ 
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Abb.1 (Fortsetzung) 


mit mehrfachen kurzen, monopodialen und einiger- 


h Sporenketten an sterilen Lufthyphen, 
s (28). i Sporenketten sympodial verzweigt, in 


maBGen rechtwinkligen Verzweigungen ramulosu 
Biischeln mit kurzer Hauptachse griseus (13), michiganensis (14). k Sporenketten monopodial ver- 
zweigt, mit langer, gerader Hauptachse und in offenen, regelmiBigen Spiralen flaveolus (2), 
fradiae (24), galilaeus (34), griseoflavus (10), hirsutus (4), niveoruber (16), pilosus (11), prasino- 
pilosus (5), prasinus (3), viridochromogenes (1). 1 Sporenketten monopodial verzweigt, gerade oder 
gewellt antibioticus (30), olivaceus (29). m Sporenketten monopodial verzweigt, auf der ganzen 
Lange in offenen, unregelmaBigen Spiralen awreofaciens (32), erythraeus (25), macrosporeus (9). 
n Sporenketten monopodial verzweigt, enge, geschlossene Spiralen albogriseolus (8), hygroscopicus (31), 
violaceoniger (23). o Sporenketten sympodial verzweigt, in Biumchen mit langer Hauptachse 
viridogenes (27). p Sporenketten monopodial verzweigt, auffallend steif und gerade venezuelae (21) 
22* 
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Zur Pritfung auf Melaninbildung wurde in noch unpublizierten Ver- 
suchen (L. E.) folgende Methodik ausgearbeitet : Das Medium besteht aus 
0,19/, L-Tyrosin; 0,1°/, Hefeextrakt Difco; 0,85°/, Natriumchlorid; 
1,69/, Agar; Leitungswasser. Abfiillen in Reagensglaser zu 4—5 ml, Sterili- 
sieren im Autoklav (120° C, 20 min); Stichkultur im Doppel, Inkubation 
bei 27° C, Ablesen nach 1—2 Tagen und nochmals nach 4 Tagen. Melanin- 
bildende Stamme geben eine fast schwarze Verfarbungszone. Bei nicht chro- 
mogenen kénnen sich andere Farbstoffe nach so kurzer Inkubationszeit 
noch kaum storend bemerkbar machen. Es lé8t sich eindeutig und ohne 
Zuhilfenahme quantitativer Abstufungen zwischen positiv und negativ 
unterscheiden. 


5. Kombination der Merkmale 


Es sei bemerkt, daB wir nur einen kleinen Teil der mit 4 Merkmals- 
gruppen mdglichen Kombinationen verwirklicht gefunden haben. So 
kommen die Luftmycelfarben griseus und cinnamoneus bisher nur bei 
Stimmen mit glatten Sporen vor, wihrend umgekehrt die Luftmycel- 
farben azureus und prasinus nur bei Stéimmen mit stachlig-haarigen 
Sporen zu finden sind. Alle Staémme mit stachlig-haarigen Sporen be- 
sitzen auch Sporenketten in Spiralen. Alle Stémme mit Luftmycel 
griseus besitzen gleiche Luftmycel-Morphologie: gewellte Sporenketten in 
sympodialen Biischeln. Ob es sich bei einem Teil dieser Beobachtungen 
um feste Korrelationen handelt oder ob in Zukunft weitere Kombi- 
nationen gefunden werden, laBt sich nicht beurteilen. 


Il. Andere Merkmale 


Die folgenden Merkmalsgruppen, die heute noch eine wichtige Rolle in 
der Streptomyceten-Systematik spielen, méchten wir ihrer Variabilitat 
wegen eliminieren: Lésliches Pigment, antibiotische Aktivitat und Farbe 
des vegetativen Mycels. 


I. Lésliches Pigment 


Hierunter versteht man die ins Substrat diffundierenden Farbstoffe. 
Es handelt sich meist um sehr auffallende Farben, insbesondere auf 
synthetischen Nahrbéden. Seit der Einfiihrung solcher Medien (KRarn- 
sky 1914, Waxsman u. Curtis 1916) haben denn auch die léslichen 
Pigmente als primire Unterscheidungsmerkmale der Streptomyceten 
gedient. Dem schon friih geiuBerten Einwand, da ihre Ausbildung in 
starkem MaBe von den Ernahrungs- und Wachstumsverhiiltnissen 
abhingen, glaubte man durch genaue Standardisierung der Ziichtungs- 
bedingungen sowie auch durch moglichst scharfe Charakterisierung der 
Farbnuancen begegnen zu kénnen. Schwerer wiegt aber eine andere 
Seite ihrer Variabilitit: die Uneinheitlichkeit der Stamme. Es diirfte 
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leicht sein, aus jeder pigmentbildenden Kultur eine unpigmentierte 
Tochterkultur herauszuziichten (Beispiel: Rhodomycinproduzenten; 
CorBAZ et al. 1957). Sie zeigt sich auch im Fall gewisser, zu S. griseus 
gehorender Actidionbildner, die nebeneinander 2 lésliche Pigmente, 
ein hellgriines und ein ziegelrotes, ausscheiden; ohne jedes Zutun und 
ohne ersichtlichen Grund kann das rote Pigment im Lauf mehrerer 
Passagen verschwinden, um dann ebenso unvermutet einmal wieder 
aufzutauchen. 
2. Antibiotische Aktivitat 


Was iiber lésliche Pigmente gesagt wurde, gilt ebenfalls fiir die Anti- 
biotica, die ja in vielen Fallen mit jenen identisch sind. Auch hier handelt 
es sich um Fahigkeiten, die unseres Erachtens dem Stamm, nicht der 
Art angehdéren, die sich leicht verlieren, und deren Manifestierung in 
hohem Grad von den Ziichtungsbedingungen wie auch von den Prii- 
fungsmethoden abhangt. Wie wenig ein rohes Aktivitatsspektrum aus- 
sagt, weiB jeder, der schon vor der Aufgabe stand, unbekannte Anti- 
biotica zu bestimmen. Einer Verwendung der antibiotischen Aktivitat 
zur Artcharakterisierung steht auch entgegen, daB viele Stamme mehr 
als ein Antibioticum zugleich bilden, die andrerseits einzeln vorkommen 
oder sich mit noch anderen Antibiotica kombinieren kénnen; ferner, daB 
anscheinend gleiche Antibiotica verschiedener Staémme sich bei naherer 
Untersuchung als verschieden, wenn auch zur gleichen Gruppe gehorig, 
erweisen (Beispiel: Actinomycine; unter anderem CorBaz et al. 1957). 
Man miiBte hier den Aufwand sehr weit treiben und erhielte fir die 
Systematik doch wenig Ausbeute, da z. B. ein negatives Resultat ja 
nicht Abwesenheit eines Antibioticums, sondern nur eine ftir den be- 
treffenden Test unterschwellige Produktion bedeutet. 


3. Farbe des vegetativen Mycels 


Von ihr versprachen sich Baxpacct et al. (1953, 1954) erdBere Un- 
abhingigkeit von den Ziichtungsbedingungen und damit auch gréBere 
Konstanz, weshalb sie die Substratmycelfarbe zum primaren Hintei- 
lungsprinzip ihrer Serien erhoben. DaB sich auch diese Eigenschaft im 
Lauf der Inkubationszeit stark verindern kann, zeigt z. B. der Stamm 
8. flavus ATCC 3369, bei dem junge Kulturen ein goldgelbes, altere ein 
schwarzes Substratmycel aufweisen. Fiir die Abhangigkeit vom Nahr- 
boden kénnen wir den Stamm S. pelletieri CBS (Ciferri) anfiihren, der 
auf fast allen Nahrbéden ein weinrotes Substratmycel besitzt wie die 
viomycinproduzierenden Stamme S. griseus var. purpureus (von denen 
er sonst nicht zu unterscheiden ist); auf Calciummalat-Agar dagegen ist 
das vegetative Mycel sattgelb. Die eben genannten Viomycinproduzenten 
liefern ein gutes Beispiel fiir die Heterogenitat der Stémme in der Sub- 
stratmycelfarbe: Bei Hinsporkulturen pflegen 2—3°/, der Kolonien 
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gelbbraunes statt weinrotes Substratmycel zu zeigen, und durch Be- 
handlung mit mutagenen Mitteln kann man diesen Prozentsatz noch 
stark erhdhen (CoRBAz, unpub.). 

Sehr schéne Beispiele fiir die Variabilitét von Substratmycel und 
léslichem Pigment finden sich bei DuaGar et al. (1954) und Backus 
et al. (1954). 

Wir méchten zum SchluB noch an einem Beispiel die Schwierigkeiten 
von Artentrennungen mit Pigment, Antibioticum und Substratmycel 
demonstrieren. S. viridochromogenes und S. chartreusis werden durch 
folgende Eigenschaften unterschieden: S. chartreusis besitzt hellgelb- 
griinen Revers und bildet als Antibioticum das griine Pigment Char- 
treusin. S. viridochromogenes besitzt schwarzlichen Revers und bildet 
kein antibiotisches Pigment. Sonst sind sie gleich. Man erhalt nun leicht 
aus S, viridochromogenes Einsporkulturen mit hellgelbem Revers und 
kann bei diesen Zwischenformen nicht mehr entscheiden, ob es sich 
um 8. viridochromogenes handelt, der den schwarzen Revers oder um 
S. chartreusis, der das antibiotische Pigment verloren hat. 


4. C-Quellenspektren 


Wir haben friiher schon darauf hingewiesen, da die C- Quellenspektren 
nur beschrankten systematischen Wert besitzen (ZAHNER u. ETTLINGER 
1957). Eine Fortsetzung dieser Arbeit (CorBAz, HiTTER unpub.) legt den 
SchluB nahe, daB sie zur Artdifferenzierung vorlaiufig noch ungeeignet 
sind. Selbst bei sorgfaltigster Ausfiihrung sind die Ergebnisse mit zu 
groBen Unsicherheiten belastet, als daB sie zwingende Schliisse er- 
laubten. Der Prozentsatz unentschiedener (-+-), wiederholungsbediirftiger 
Resultate bleibt auch nach einer Beschrinkung auf verhaltnismaBig 
zuverlassige C-Quellen noch immer erheblich. Dazu kommt, da in 
vielen Fallen auch die Kontrollen ohne Zusatz einer C- Quelle Wachstum 
zeigen, so da sich hier auch die negativen Resultate nur quantitativ, 
nicht qualitativ von den positiven unterscheiden. Wir glauben, daB vor 
einer nutzbringenden Anwendung der O- Quellenmethode auf die Strepto- 
myceten-Systematik zuerst ein Eindringen in den Mechanismus der 
positiven und negativen Resultate erforderlich wiire. 

Mit der N- Quellenmethode besitzen wir keine eigene Erfahrung. 


5. Verschiedene physiologische Higenschaften 
Kinige auch in neueren Diagnosen beniitzte Tests, wie das Verhalten 
auf Stirkeplatten, Gelatinestich und Lackmusmilch, halten wir fir 
systematisch wenig wertvoll. Wirklich negative Staémme haben wir weder 
bei der Stiirkehydrolyse noch bei der Gelatineverfliissigung angetroffen, 
und eine Abstufung nach der relativen Starke der enzymatischen Akti- 
vitaét erscheint uns bei der Grobheit der Untersuchungsmethoden recht 
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willkirlich. Bei den mit Lackmusmilch zu beobachtenden Erscheinungen 
(Peptonisierung, Koagulierung, Farbung) sind die Unterschiede zwischen 
genau gleich behandelten Parallelen oft schon so groB, daB sie jede Ver- 
wertung ausschlieBen. 

Andere physiologische Tests, wie Nitratreduktion, Celluloseabbau, 
Rohrzuckerinversion, haben wir nicht selbst gepriift. 

Ob man mit neueren, z. B. auf serologischen Eigenschaften (OKAMI 
1956) oder Phagenempfindlichkeit (WxELScH et al. 1957) beruhenden 
Methoden zu systematisch verwertbaren Kriterien gelangen kann, laBt 
sich noch nicht tiberblicken. 


III. Sehliissel zum Bestimmen der Arten 


(Die Zahlen in Klammern geben die laufende Nummer der Beschreibung an.) 


Sporepsstachligodembehaart . |. . . .slocmiie(lei Gls) ee sue, 2 9 2 
Ryo abit oo sel oA iMEeMr oop Info c: don Gra eo ONO Nuer 13 
Luftmycel azureus (1) S. viridochromogenes 

duaftnnyeol ateetameiee to er ss ~ mtysn Gia, F tnifageingtiay eh 4) euler sey 3 
Luftmycel niveus (2) S. purpurascens 

Darttray Ole BOCTAmANREy 5 6% 66+ yey MMM Us Wet eh pombe ete GA) ih wey * 4 
LaftnryOsl pr esiininme cs se BRM iar cl gaat a ee 5 
LLaktinives eeInetCUsee o)) ~ G + yacht PRR tilt, e* e>bire Hf 
Sporen mit kurzen, < 0,2 w langen Stacheln (3) S. prasinus 

Sporen mit langeren Stacheln oder mit Haaren... . +--+ +++: 6 


Sporen mit > lw langen starren Stacheln (4) S. hirsutus 
Sporen mit flexiblen Haaren (5) S. prasinopilosus 
Sporenkewten in Quirlen .! aawnshei 37 He Geteth “ellen an oleae” 8 
Sporenketten nicht in Quirlen . . .- - 0 ee et ttt tts 9 
Sporenketten in offenen Spiralen; keine Melaninbildung (6) S. nourser 
Sporenketten in geschlossenen Spiralen; Melaninbildung (7) S. echinatus 
Sporenketten in geschlossenen Spiralen (8) S. albogriseolus 


Sporenketten in offenen Spiralen . . - - - +--+ es terre 10 
Spiralen unregelmaBig (9) S. macrosporeus 

Siralen regal ntnig ce 8 le he eel ee Et Oe ns it 
Sporen stachlig (10) S. griseoflavus 

Soorenyochaare ia ve {7 NAIINIAL).. RANORONIOoMD ns eo hYea rai 12 
Spiralen mit > 5 Windungen; Melaninbildung (11) S. pilosus 

Spiralen mit < 5 Windungen; keine Melaninbildung (12) S. flaveolus 

HEIPTV CCM TICOURER NOIR tis Oe ce SIN 8 gee 8 ee 14 
Luftmycel anders... . - 5 a ee eae Pe: CRS ROP mE RCS Se 15 
keine Melaninbildung (13) S. griseus 

Melaninbildung (14) S. michiganensis 

tO eCh Vetter ee RS FE 16 
BeitintyGotaniora ny meth, PST. HL TRIS. Gk aes a Te nes 19 
Sporenketten in Quirlen (15) S. rubrireticult 

Sporenketiennid im Quirleni|iai! Yeas pe! ty on ie os) Prout i 


Sporenketten gerade oder Dewey eo toscre aa rltncat acces ti kay 
Sporenketten in Spiralen (16) S. niveoruber 

keine Melaninbildung (17) S. fulvissimus 

Melaninbildung (18) S. phaeochromogenes 
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19 Luftmycel cinnamoneus oe lipcer sept othe 2) Reedy TR . SP 
19* Luftmycel. cinereus: »., @. « + )-y.+)\ +) pith; une ae 26 
20 . Sporenketten in Quirlen . 2. - 06 2 5 as ee te ws ee 21 
20* Sporenketten nie in Quirlen ..... . tera hie ton. Foo ONS 


21 Sporenketten gerade oder gewellt (19) S. hetropers 

21* Sporenketten in Spiralen (20) S. tendae 

22 Sporenketten gerade (21) S. venezuelae 

22* Sporenketten in Spiralen. ......--.: - 23 

23 Spiralen erst am Ende langer, gerader Spornkenene Molaninbildong 
(22) S. lavendulae 


23* Spiralen anders; keine Melaninbildung. ......-.---+-++++:+5 24 
24 Spiralen geschlossen (23) S. violaceoniger 
24% Spiralen! Ofte ieee cacnic ms ili tae=eeonE 2 sarah + ekeO 


25 Spiralen regelmaBig, meist > 5 Windungen ( (24) 8. poloe 
25* Spiralen unregelmaBig, meist < 5 Windungen (25) S. erythraeus 
26 Sporenketten in Quirlen (26) S. reticula 


26* Sporenketten nie in Quirlen .... . eR it Soar ie ocd te chee 27 
27 Sporenketten gerade oder gewellt ....... Pec edie th apoomen ec didnt: Sal's “Pe: 
27%" Sporenketten 1m4.9 piraleniget meses aon eee a! 
28 Sporenketten in sympodial verzweigten Baiumchen (27) S. yiridogenes 

28* Sporenketten monopodial verzweigt ..........+..++.+.-..-. 29 


29 Sporenketten als Seitenzweige steriler Lufthyplien, mmelrnials kurz recht- 
winklig verzweigt (28) S. ramulosus 

29* Sporenketten anders ........ Sh Saat eae te ees SE 30 

30 keine Melaninbildung (29) S. olivaceus 

30* Melaninbildung (30) S. antibioticus 

31 Spiralen geschlossen (31) S. hygroscopicus 


31* Spiralen' otfenis: 4) ee seen eee ee SP 5 ALO 
32 Spiralen unregelmaBig, meist < 5 Wiiduncen (32) 8. AupesaGEns 
32* Spiralen regelmaBig, meist > 5 Windungen ........2.2...~. 33 


33 keine Melaninbildung (33) S. parvulus 
33* Melaninbildung (34) S. galilaeus 


IV. Beschreibung der Arten 


A. Sporen stachelig oder behaart 
I. Luftmycel azureus 


1. Streptomyces viridochromogenes (Krainsky) Waksman et Henrici 
[Brreary VI, S. 942 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces viridochromogenes Krainsky [Zbl. Bakt. IT. Abt. 41, 649 
(1914)]. 

Untersuchte Kulturen: NRRL B-1227 Stamm Waksman (ATCC 3356, ETH 


11885), Typus (?); CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 9523), Typus (?); CBS 


Stamm Millard (ETH 9525); CBS Stamm De Vries (ETH 9522); ETH 9343 eigene 
Isolierung. 


Sporen mit an der Basis verbreiterten, spitz zulaufenden, bis 0,2 Le 
langen Stacheln (Abb. 2). — Luftmycel hellblau, meist wollig. — Sporen- 
ketten in zahlreichen offenen, regelmaBigen Spiralen, meist lang (bis zu 


10 Windungen), monopodial verzweigt, mit langer, gerader Hauptachse 
(Abb. 1, k). — Melaninbildung. 
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Hierher gehort: S. chartreusis NRRL 2287 (ETH 1239 5), Typus (?); S. char- 
treusis ETH 7302 eigene Isolierung, Chartreusinbildner; S. chartreusis ETH 13007 
eigene Isolierung, Chartreusinbildner; ; S. chartreusis ETH 13212 eigene Isolierung, 
Chartreusinbildner. 

Zur Frage der Unterscheidbarkeit von S. viridochromogenes und S. chartreusis 
siehe oben 8. 340. 

IT. Luftmycel niveus 

2. Streptomyces purpurascens Lindenbein [Arch. Mikrobiol. 17, 371 
(1952)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm 
NRRL B-1480 (ETH 11126), Typus (?); 
ETH 9386 eigene Isolierung. 


Abb.2. Sporen von S. viridochromogenes, ETH 9523 Abb. 3. Sporen von S. prasinus, ETH 13815 


Sporen mit bis zu 0,5 langen, an der Basis leicht verbreiterten 
Stacheln [Abb. siehe CorBaz et al. (1957) S. 328]. — Luftmycel schnee- 
weiB, wollig. — Sporenketten als Seitenzweige an sterilen Lufthyphen in 
offenen, kurzen Spiralen von meist 2—3 Windungen (Abb.1, b). — 
Melaninbildung. 

IIT. Luftmycel prasinus 

3. Streptomyces prasinus Nov. spec. 

Untersuchte Kulturen: ETH 13815 aus Erdprobe von Mallorca, Typus; ETH 
12943 aus Erdprobe von Stanleyville, belg. Kongo. 

Sporen mit kurzen, bis 0,2 w langen, an der Basis wenig verbreiterten 


Stacheln (Abb.3). — Luftmycel anfiinglich grasgriin, spater dunkel- 
griin. — Sporenketten monopodial verzweigt, mit langer, gerader Haupt- 


achse, in offenen, kurzen Spiralen von meist nur 1—2 Windungen 
(Abb. 1, k). — Keine Melaninbildung. 


Synthetischer Agar': Wachstum schleierartig, farblos; Luftmycel samtig, 
lauchgriin. — Synthetische Lésung: Sediment punktformig, hellgelb; Pellikula 
punktformig mit aschgrauem bis lauchgrinem Luftmycel, ebenso Randwachstum; 


1 Rezepte und Terminologie nach LINDENBEIN (1952). 
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Substrat braunlichgelb. — Glucose-Agar: Wachstum punktformig, farblos. — 
Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum punktférmig, weibgelb. Calciummalat- 
Agar: Wachstum schleierartig, kupferrot; Luftmycel samtig, lauchgriin. — 
Gelatinestich (18°C): Wachstum sehr sparlich; Stich punktformig, weibgelb ; 
Verfliissigung. — Stirkeplatte: Wachstum schleierartig, rétlichbraun; Luftmycel 
samtig, lauchgriin; Hydrolyse sehr stark, nach 4 Tagen 13mm, nach 1 Woche 
15mm.—Kartoffeln: Wachstum sparlich ; Substratmycel hellbraun, Luftmycel lauch- 
grin. — Karotten: kein Wachstum. — Lackmusmilch: Sehr dicke Pellikula, Luft- 
mycel mehl-grauweif bis griinlichgrau, nach 1 Woche lauchgriin; nach 4 Tagen lang- 
same Peptonisierung, nach 1 Woche etwa 1,5 cm; keine Koagulation; Lackmus blau. 


Beide Staimme ohne antibiotische Aktivitat. 


Abb. 4. Sporen von S, hirsutus, Abb. 5. Sporen von S. prasinopilosus, ETH 13765 
ETH 16660 


4. Streptomyces hirsutus nov. spec. 


Untersuchte Kulturen: ETH 16660 aus Erdprobe von Bergiin, Kt. Graubiinden, 
Typus; ETH 16281 aus Erdprobe von Pfaffikon, Kt. Schwyz. 


Sporen mit bis zu 0,6 uw langen, auch an der Basis schmalen, starren 
Stacheln (Abb. 4). — Luftmycel dunkelgriin. — Sporenketten in kurzen, 
offenen, regelmaBigen Spiralen von meist etwa 3 Windungen; mono- 
podial verzweigt (Abb. 1, k). — Keine Melaninbildung. 


Synthetischer Agar: Wachstum schleierartig farblos; Luftmycel anfangs spirlich, 
milchweif, spiter lauchgriin. — Synthetische Lésung: Sediment, Flocken weib- 
grau; Oberflachenwachstum punktformig mit weiBgrauem Luftmycel. — Glucose- 
Agar: Wachstum punktformig, farblos; Luftmycel fehlt. — Glucose-Asparagin- 
Agar: Wachstum punktformig, farblos; Luftmycel fehlt. — Calciummalat-Agar: 
Wachstum anfangs punktformig, milchweiB, spater mit Luftmycel, das vom Rande 
her sich langsam lauchgriin verfarbt. — Gelatinestich (18°C): Wachstum im 
Stich pustelformig, weiBgelb und mit sparlichem, lauchgriinem Luftmycel; Ver- 
flissigung sehr langsam, nach 10 Tagen Spur. — Stirkeplatte: Wachstum schleier- 
artig, milchweiB; Luftmycel lauchgriin; Hydrolyse nach 4 Tagen 0,5 cm, nach 
1 Woche 0,7 cm. — Kartoffeln: Wachstum schleierartig, farblos; Luftmycel 
anfangs kreideweif}, nach 1 Woche lauchgriin. — Karotten: Wachstum sehr spar- 
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lich, farblos; Luftmycel sparlich, lauchgriin. — Lackmusmilch: Sehr dicke Pelli- 
kula, hellgelb; Luftmycel sparlich, weiSgrau, Koagulation nach 5 Tagen voll- 
standig; keine Peptonisierung; Lackmus farblos. 


Beide Staémme ohne antibiotische Aktivitat. 


5. Streptomyces prasinopilosus nov. spec. 

Untersuchte Kultur: ETH 13765 aus Erdprobe von Porto Cristo, Mallorca, Typus. 

Sporen mit bis zu 2 ~ langen, biegsamen, zerbrechlichen, sehr feinen 
Haaren (Abb. 5). — Luftmycel dunkelgriin..— Sporenketten in kurzen, 
offenen, regelmaBigen Spiralen von meist 
nur 1—3 Windungen; monopodial verzweigt 
(Abb. 1, k). — Keine Melaninbildung. 


Synthetischer Agar: Wachstum schleierartig, 
ziegelrot oder rotbraun; Substrat rosa; Luftmycel 
samtig, lauchgriin mit weifen Tupfen. — Syn- 
thetische Lésung: Sediment, Flocken rosa; Sub- 
stratrosa; Pellikula mit lauchgriinem Luftmycel. — 
Glucose-Agar: Wachstum sehr spirlich, schleier- 
artig, ziegelrot. —  Glucose-Asparagin-Agar: 
Wachstum schleierartig, ziegelrot; Substrat ziegel- 
rot; Luftmycel samtig weif bis lauchgriin. — 
Calciummalat-Agar: Wachstum sparlich, schleier- 
artig, ziegelrot; Substrat rosa; Luftmycel lauch- 
griin. — Gelatinestich (18°C): Sediment, Flocken 
anfangs milchweif bis gelblich, spater ziegelrot; 
wenig Ringwachstum; Luftmycel fehlt; Substrat 
unverfarbt; langsame Verfliissigung, nach 26 Tagen 
0,9 cm. — Starkeplatte: Wachstum schleierartig, 
rosa; Substrat wenig rosa; Luftmycel samtig, 
schneeweiB bis lauchgriin; Hydrolyse nach 4 Tagen 
0,4 cm, nach 10 Tagen 1,4 cm. — Kartoffeln: Abb. 6. Sporen pion 2 nourset, 
Wachstum sehr langsam, schleierartig, fleischrot; Sai oe 
Substrat unverfarbt; Luftmycel samtig, lauch- 
griin. — Karotten: Kein Wachstum. — Lackmusmilch: Pellikula runzelig; Luft- 
mycel samtig, weiBgrau; Peptonisierung nach 14 Tagen vollstiindig, Koagulation 
ziemlich stark; Lackmus rot. 

Schwache antibiotische Aktivitit gegeniiber Gram-positiven Bak- 


terien. 


IV. Luftmycel cinereus 

6. Streptomyces noursei Brown et al. [Science 117, 609 (1953) ]. 

Untersuchte Kulturen: ATCC 11455 N. Y. State Dept. Health No. 48 240 (ETH 
13473), Typus; ETH 13554 eigene Isolierung. 

Sporen mit feinen, etwa 0,4 langen, schmalen Stacheln (Abb. 6). — 
Luftmycel erst weiB, dann rotlichgrau, schlieBlich aschgrau. — Sporen- 
ketten als Seitenzweige an sterilen Lufthyphen, hie und da in Quirlen, in 
offenen Spiralen (Abb. 1, c). — Keine Melaninbildung. 

In der Originaldiagnose [siehe WAKSMAN U. LECHEVALIER (1953) und 
Bercey VII] fehlt der Hinweis auf Quirle, und auch PriHam et al. 
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(1958) fithren diese Art unter Retinaculum-A pertum auf. Wir konnten 
aber bei beiden Stammen mit Sicherheit Quirle beobachten. 


7. Streptomyces echinatus Corbaz et al. [Helv. chim. Acta 40, 199 (1957)]. 

Untersuchte Kulturen: ETH 8331 eigene Isolierung, Typus: ETH 8972 eigene 
Tsolierung. 

Sporen mit bis 0,4  langen, sehr fein ausgezogenen, schlanken Stacheln 
(Abb. siehe CorBazetal.1.c. 8.200). — Luftmycel anfangs weiB bis gelblich, 
schlieBlich aschgrau. — Sporenketten in Quirlen an sterilen Lufthyphen, 
in offenen, unregelmaBigen Spiralen (Abb. 1, e). — Melaninbildung. 


a 


Abb. 7. Sporen von S. albogriseolus, ETH 16834 Abb. 8. Sporen von S. macrosporeus, ETH 7534 


8. Streptomyces albogriseolus Benedict et al. [Antibiot. and Chemother. 
4, 653 (1954)]. 


Untersuchte Kultur: NRRL B-1305 (ETH 16834), Typus. 


Sporen mit bis 1,5 w langen, feinen, biegsamen, zerbrechlichen Haaren 
(Abb.7). — Luftmycel bliulichgrau, oft mit weiBen Flecken. — Sporen- 
ketten monopodial verzweigt, enge, geschlossene Spiralen (Abb.1, n). — 
Keine Melaninbildung. 

Der blaulichgraue Ton des Luftmycels paBt in keine unserer 6 Farb- 
gruppen, aber doch eher zu cinereus als zu azureus. Wir haben den 
Organismus hierhergestellt, um nicht auf einen einzigen Stamm eine 
neue Farbgruppe zu griinden. 


9. Streptomyces macrosporeus nov. spec. 

Untersuchte Kultur: ETH 7534 aus einer Bodenprobe von Madras, Indien, 
Typus. 

Sporen etwa doppelt so groB wie die der meisten anderen Streptomyces- 
Arten, was schon im Lichtmikroskop auffallt (etwa 1,7—2 + 1,5—2 ); 


ry 


mit 0,4- -0,6 w langen Stacheln (Abb.8). — Luftmycel anfanglich weiB, 
schlieBlich aschgrau. — Sporenketten in offenen, unregelmaBigen, 


kurzen Spiralen (Abb.1, m). — Keine Melaninbildung. 
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Synthetischer Agar: Wachstum anfangs punktformig, spater schleierartig, 
weibgelb bis sattgelb oder dottergelb; Luftmycel samtig, weiBgelb bis “citer ; 
Substrat goldgelb. — Synthetische Losung: Sediment spirlich, milchweik. — 
Glucose-Agar: Wachstum runzelig, goldgelb; Luftmycel samtig, weiboelb. — 
Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum punktformig bis schleierartig, milchweib; 
Luftmycel fehlt; Substrat weiBgelb. — Calciummalat-Agar: Wachstum schleier- 
artig, dottergelb; Luftmycel samtig, weiBgelb bis aschgrau; Substrat weiB- 
gelb. — Gelatinestich (18°C): Wachstum sparlich, Verfliissigung langsam, nach 
34 Tagen 1,7 cm. — Starkeplatte: Wachstum punktformig bis schleierartig, 
hellgelb; Luftmycel samtig, weifgrau; 
Hydrolyse nach 1 Woche 1,3 em. — Kar- 
toffeln: Wachstum tippig, runzelig, hell- 
gelb bis goldgelb ; Luftmycel samtig, asch- 
grau. — Karotten: Wachstum sparlich, 
punktférmig, farblos. — Lackmusmilch: 


bol ke tu 


Abb. 9. Sporen von S. griseoflavus, ETH 11663 Abb. 10. Sporen von S. pilosus, ETH 12450 


Ringwachstum und Pellikula runzelig, hellgelb bis hellbraun; Luftmycel samtig, 
kreideweiB bis weiBgrau; Koagulation stark; keine Peptonisierung; Lackmus blau. 


Produziert das Antibioticum Carbomycin. 


10. Streptomyces griseoflavus (Krainsky) Waksman et Henrici [BERGEY 
VI, 948 (1948) ]. 

Syn.: Actinomyces griseoflavus Krainsky [Zbl. Bakt. IL. Abt. 41, 662 (1914)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm Ciferri A 28 No. 1118 (ETH 10249); 
ETH 11663 eigene Isolierung. 

Sporen mit 0,2—0,3 u langen, an der Basis leicht verbreiterten 
Stacheln (Abb.9). — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten in offenen, 
regelmaBigen Spiralen; monopodial verzweigt, mit langer, gerader 
Hauptachse (Abb.1, k). — Keine Melaninbilung. 


Hierher gehort: 
Actinomyces egypti Gohar et al. [Gaz. Egypt. Pediatr. Assoc. 2, 285 (1954) ]. 
Untersuchte Kultur (ETH 11943) erhalten durch Prof. Bucur, ETH, Typus. 


11. Streptomyces pilosus nov. spec. 

Untersuchte Kultur: ETH 11686 aus Erdprobe von Rom, Typus. 

Sporen mit sehr feinen, bis 1,5 yu langen, zerbrechlichen Haaren 
(Abb.10). — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten in sehr langen. 
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offenen, regelmaBigen Spiralen; monopodial verzweigt mit langer, 
gerader Hauptachse (Abb.1, k). — Melaninbildung. 


Synthetischer Agar: Wachstum schleierartig, gelb bis gelbbraun; Luftmycel 
staubig, kreideweif bis graublau. — Synthetische Lésung: Sediment, Flocken 
weibgelb, Pellikula ebenso; Luftmycel samtig, kreideweifs; Substrat weibgelb. — 
Glucose-Agar: Wachstum schleierartig, weiBgelb. — Glucose- Asparagin-Agar: 
Wachstum schleierartig, hellgelb; Luftmycel staubig, kreideweiB, am Rande asch- 
grau. — Calciummalat-Agar: Wachstum schleierartig, weibgelb bis gelbbraun; 
Luftmycel samtig, weiBgelb bis weiBgrau. — Gelatinestich (18° C): Wachstum 
schleierartig, gelbbraun; Verfliissigung langsam und sparlich; Luftmycel mehlig 
bestaubt, kreideweiB; Substrat braunschwarz. — Stirkeplatte: Wachstum schleier- 
artig, gelbbraun bis rotgelb; Luftmycel sparlich, mehlwei8 bis aschgrau; Hydrolyse 
nach 10 Tagen 0,6 em. — Kartoffeln: Wachstum schleierartig bis runzelig, gold- 
gelb; Luftmycel samtig, aschgrau; Substrat braunschwarz. — Karotten: 
Wachstum sehr sparlich, punktformig. — Lackmusmilch: Ringwachstum und 
Pellikula weiBgrau bis graublau; Luftmycel samtig, aschgrau; schwache Pep- 
tonisierung; keine Koagulation; Substrat braun. 


Zeigt antibiotische Aktivitat. 


12. Streptomyces flaveolus (Waksman) Waksman et Henrici [BERGEY 
VI, 8. 936 (1948)]. 


Syn.: Actinomyces flaveolus Waksman [BrErGEy I, 8. 368 (1923)]. 
Untersuchte Kultur: ATCC 3319 Stamm Waksman (ETH 12399), Typus (?). 


Sporen mit bis 1 uw langen, feinen, zerbrechlichen Haaren [Abb. siehe 
Vernon, Nature 176, 935 (1955)]. — Luftmycel aschgrau. — Sporen- 
ketten in ziemlich kurzen, regelmaBigen Spiralen; monopodial verzweigt 
mit langer, gerader Hauptachse (Abb. 1, k). — Keine Melaninbildung. 


B. Sporen glatt 
I. Luftmycel griseus 
13. Streptomyces griseus (Krainsky) Waksman et Henrici [Berary VI, 
S. 948 (1948)]. 


Syn.: Actinomyces griseus Krainsky [Zbl. Bakt. IT. Abt. 41, 662 (1914)]. 
Untersuchte Kultur: Streptomycin-Stamm, erhalten von Prof. WAKsMAN 1945 
(ETH 4289). 


Sporen glatt. — Luftmycel gelblich-griinlichgrau. — Sporenketten 
meist stark gewellt; sympodial verzweigte Biischel mit kurzer Haupt- 
achse (Abb.1, i). — Keine Melaninbildung. 


Hierher gehéren: [bei den mit * bezeichneten Arten werden in den Diagnosen 
(vgl. Berany VI u. VII) Spiralen angegeben. Die von uns hier untersuchten 
Kulturen zeigten niemals Spiralen. Es ist méglich, daB die stark gewellten Sporen- 
ketten von S. griseus hie und da fiir Spiralen angesehen werden]. 

S. albidojlavus CBS Stamm Duché (ETH 10209). — A. albidus* CBS Stamm 
Duché (ETH 16824), Typus (?). — S. albosporeus* ATCC 3003 Stamm Waksman 
(ETH 13074). — S. albus* CBS Stamm Beijerinck (ETH 13490). — S. albus* 
ATCC 3004 Stamm Waksman (ETH 20200). — S. albus* NRRL B-1685. — 8. albus 
var. cretaceus CBS Stamm Wollenweber (ETH 13488), Typus (?). — S. albus var. 
ochroleucus CBS Stamm Wollenweber (ETH 13489), Typus (?). — A.alni CBS 
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Stamm v. Plotho (ETH 16825). — S. aureus* CBS Stamm Waksman u. Curtis 
(ETH 13492). — S. aureus* ATCC 3309 Stamm Waksman 371 (ETH 20195). — 
S. californicus* CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 10212), Typus (?). — 
S. candidus ATCC 4878 Stamm Scudder 19741 (ETH 16700). — S. cellulosae CBS 
Stamm Krainsky (ETH 13493), Typus (?). — S.cellulosae ATCC 3313 Stamm Waks- 
man (ETH 20196). — S. cellulosae NRRL B-1222 (ETH 16836). — S. chrysomallus 
ATCC 11523 (NRRL 2250, Waksman 3657, ETH 12398), Typus. — S. citreus* 
ATCC 10974 Stamm Waksman 3574 (ETH 14305). — S. coelicolor CBS Stamm 
Miller (ETH 9533 u. ETH 9534). — S. coelicolor CBS Stamm Beijerinck (ETH 
20720); andere Stiimme S. coelicolor siehe S. fradiae (24). — S. griseus var. purpureus 
NRRL 2423 (CBS Stamm NRRL, ETH 11884 u. ETH 20731), Typus von S. 
floridae. — S.lipmanii CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 13494), Typus 
(?). — S. lipmanii ATCC 3331 Stamm Waksman (ETH 20199), Typus (?). — 8. 
microflavus* CBS Stamm Krainsky (ETH 10206), Typus (?). — S. odorifer ATCC 
6246 Stamm Waksman (ETH 13079). — A. oligocarbophilus CBS Stamm Beijerinck 
(ETH. 16832). — S. olivochromogenus* ATCC 3336 Stamm Waksman (NRRL B- 
1341, ETH 11886 u. ETH 14310), Typus (?). — A. paraguayensis CBS Stamm 
Gammel (ETH 14849). — S. parvus* NRRL B-1455 Stamm Benedict (ATCC 
12429, Waksman 3686, ETH 12647 u. ETH 14317). — S. pelletierti CBS Stamm 
Ciferri (ETH 10247). — S. praecox* ATCC 3374 Stamm Waksman (ETH 13078). — 
A. praecox* CBS Stamm Millard (ETH 20733), Typus (?).—S. pur peochromogenus* 
ATCC 3343 Stamm Waksman (ETH 13076), Typus (?). — S. purpeochromogenus* 
CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 13495), Typus (?). — A. roseodiastaticus 
CBS Stamm Duché (ETH 16827), Typus (?). — S. ruber CBS Stamm Waksman u. 
Curtis (ETH 9871). — S. scabies ATCC 10246 Stamm Cornell Univ. Nr. 54 (ETH 
20198). — S. scabies CBS Stamm Millard (ETH 20726) — S. scabies CBS Stamm 
de Vries (ETH 20725); anderer Stamm S. scabies siehe S. olivaceus (29). — A. setonit 
CBS Stamm Millard (ETH 16833), Typus (?). — S.sulphureus ATCC 3007 Stamm 
Waksman (ETH 14311). — S. willmorei* ATCC 6867 Stamm NCTC 1865 (ETH 


16706), Typus (?). 

Hierzu sind einige Anmerkungen erforderlich. 

Es fallt auf, daB hier S. albus (Rosst-Dorta 1891), die Typusart der 
Gattung Streptomyces, mit allen 3 untersuchten Stémmen aus 3 ver- 
schiedenen Kultursammlungen figuriert. Entgegen den Diagnosen be- 
sitzen diese Stamme keine Spiralen. Sie sind also entweder keine echten 
Vertreter der Species S. albus, oder aber S. griseus ist nur ein jiingeres 
Synonym zu S. albus. Diese Frage sollte von zustandiger Seite entschie- 
den werden. 

Ahnliche Einwinde, daB es sich um unsichere, relativ junge Vertreter 
alter Species handelt, kann man bei allen anderen Namen erheben, die 
Alter sind als S. griseus, namlich S. albidoflavus, A.alni, S. odorifer, 


S. pelletieri, S. scabies und S. sulphureus. Keiner von ihnen rechtfertigt 
d wichtige Art wie S. griseus 


es in unseren Augen, eine so bekannte un 


aufzugeben. 

Uber den aufgefithrten Stamm S. parvus bemerken WAKSMAN Uu. 
Grucory (1954) mit Recht, er besitze keine Spiralen und diirfe daher 
nicht zu S. parvus gestellt werden. Um so iiberraschender ist es, daf 
Waxsman (1957) diesen Stamm nicht nur als echten S. parvus gelten 
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laBt, sondern ihn geradezu als Beweis dafiir verwendet, daB es moglich 
sei, richtige Bestimmungen nur nach Literaturangaben auszufiihren. 

S. aureus soll nach Brercey nicht nur Spiralen, sondern auch ein Luft- 
mycel ,,gray, becoming cinnamon-drab™ besitzen. Die beiden aufgefiihr- 
ten Stimme waren eindeutig griseus. 

Uber S. scabies siehe unten bei S. olivaceus (29). 


14. Streptomyces michiganensis Corbaz et al. [Arch. Mikrobiol. 26, 192 
(1957) ]. 

Untersuchte Kulturen: ETH 9001 eigene Isolierung, Typus; ETH 14411 eigene 
Tsolierung; ETH 15229 eigene Isolierung. 

Sporen glatt. — Luftmycel gelblich-griinlichgrau. — Sporenketten 
gewellt, in sympodial verzweigten Biischeln mit kurzer Hauptachse 
(Abb. 1, i). — Melaninbildung. 


II. Luftmycel niveus 


15. Streptomyces rubrireticuli Waksman et Henrici [Bercry VI, 8. 945 
(1948) ]. 

Syn.: Actinomyces reticulus-ruber Waksman [Soil Sci. 8, 146 (1919)]; Actinomyces 
reticulus Bergey et al. [Bercry IT, 8. 373 (1925)]. 

Untersuchte Kultur: NRRL B-1484 (ETH 14320). 

Sporen glatt. — Luftmycel wei’. — Sporenketten gerade, in einfachen 
bis doppelten Quirlen an sterilen Lufthyphen (Abb.1, a). — Keine 
Melaninbildung. 

Die in der Literatur angegebene hellrote Farbe des Luftmycels beruht 
auf dem Durchscheinen der Substratmycelfarbe. Spiralen, wie sie 
WakKSMAN (l.c.) auf Glucose-Agar erwihnt, haben wir weder auf diesem 
noch auf anderen Nahrbéden beobachten kénnen. 


16. Streptomyces niveoruber nov. spec. 


Untersuchte Kulturen: ETH 17860 aus Erdprobe von Grimsby, England, 
Typus; ETH 17403 aus Erdprobe von Marzell, Deutschland. 


Sporen glatt. — Luftmycel wei. — Sporenketten in offenen, regel- 
maBigen Spiralen; monopodial verzweigt, mit langer, gerader Haupt- 
achse (Abb. 1, k). — Keine Melaninbildung. 


Synthetischer Agar: Wachstum schleierartig, hellgelb oder karminrot bis fleisch- 
rot; Luftmycel spirlich, kreideweiB. — Synthetische Lésung: Sediment, Flocken, 
hellgelbrot bis blaBkarmin; Substrat blaBkarmin. — Glucose-Agar: Wachstum 
schleierartig bis runzelig, wei®gelb bis karminrot oder menningrot ; Luftmycel uppig, 
wei; Substrat wenig karminrot. — Calciummalat-Agar: Wachstum schleierartic, 
hellgelb bis blaBkarmin; Luftmycel fehlt. — Gelatinestich (18° GC): Oberflachen: 
wachstum runzelig bis flechtenartig, karminrot; Luftmycel sparlich; Verfliissigung 
nach 28 Tagen nur Spur. — Starkeplatte: Wachstum schleierartig bis runzelig, 
hs heme Ne ae iippig, wei; Hydrolyse nach 10 Tagen 

; : artotemn: Wachstum pustelig, hellbraun; Luftmycel staubig, kreide- 
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wei8. — Karotten: kein Wachstum. — Lackmusmilch: Pellikuta gut ausgebildet, 
hellgelb; Luftmycel spirlich; keine Peptonisierung und nur spirliche Koagulation; 
Lackmus blau oder farblos. 


Beide Staémme produzieren das Antibioticum Cinerubin. 


17. Streptomyces fulvissimus (Jensen) Waksman et Henrici [BERGEY 
VI, 8. 946 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces fulvissimus Jensen [Soil Sci. 30, 66 (1930)]. 

Untersuchte Kultur: NRRL B-1453, isoliert und bestimmt durch Dr. Benrpicr 
(ETH 11887). 

Sporen glatt. — Luftmycel wei8. — Sporenketten gerade oder 
gewellt, als Seitenzweige an sterilen Lufthyphen (Abb.1, d). — Keine 
Melaninbildung. 


18. Streptomyces phaeochromogenes (Conn) Waksman et Henrici [Brr- 
cry VI, S. 943 (1948)]. 


Syn.: Actinomyces phaeochromogenus Conn [N. Y. State Agr. Exp. Sta. Tech. 
Bull. No. 60, 16 (1917)]. 

Untersuchte Kulturen: ATCC 3338 Stamm Waksman ,,Production of Tyro- 
sinase‘‘ (ETH 20197); CBS Stamm Waksman (ETH 14851); NRRL B-1266 (ETH 
16838). 


Sporen glatt. — Luftmycel wei8. — Sporenketten gerade oder gewellt, 
als Seitenzweige an sterilen Lufthyphen (Abb.1, d). — Melaninbildung. 

Die in der Literatur erwahnten Spiralen konnten wir bei keinem der 
3 Stamme beobachten. 

Bei Pripwam et al. (1958) sind Staémme dieses Namens in 8 ver- 
schiedenen Luftmycelgruppen (rot, grau und gelb), aber keine bei weil 
aufgefiihrt. Es diirfte nétig sein, fiir diese Species einen Typus fest- 
zulegen. 


IIT. Luftmycel connamoneus 

19. Streptomyces netropsis Finlay et Sobin (U.S. Pat. 2,586, 762 
19. 2. 1952). 

Untersuchte Kultur: NRRL 2268 (ETH 15974), Typus. 

Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimtbraun. — Sporenketten 
gerade oder gewellt, als einfache bis doppelte Quirle an sterilen Luft- 
hyphen (Abb. 1, a). — Keine Melaninbildung. 

Hierher gehort: S. cinnamoneus ATCC 11874 Stamm NRRL (ETH 13355). 


20. Streptomyces tendae nov. spec. 


Untersuchte Kulturen: ETH 11313 aus Erdprobe von Tende, Frankreich, 
Typus; ETH 14077 aus Erdprobe von Cipiéres, Frankreich. 


Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimtbraun. — Sporenketten 
in offenen, ziemlich regelmaBigen Spiralen als Quirle an sterilen Luft- 
hyphen (Abb. 1, c). — Keine Melaninbildung. 
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Synthetischer Agar: Wachstum diinn, schleierartig, hellgelb; Luftmycel fehlt, 
kein Pigment. — Synthetische Lésung: Sediment, Flocken blaBkarmin bis hellgelb- 
rot; feine hellgelbrote Pellikel; Substrat schwach bla8karmin. — Glucose- Agar: 
Wachstum runzelig, hellgelb bis braunlichgelb; Substrat braunlichgelb. — Glucose- 
Asparagin-Agar: Wachstum runzelig, hellgelb bis blaBkarmin; Luftmycel wollig, 
zimtbraun. — Calciummalat-Agar: Wie Glucose-Agar. — Gelatinestich (18°C): 
Oberflachenwachstum runzelig, hellgelb ; Luftmycel sparlich ; Substrat dunkelbraun; 
Verfliissigung 0,5 cm nach 21 Tagen. — Starkeplatte: Wachstum diinn, schleier- 
artig, weiBgelb ; Hydrolyse nach 4 Tagen 0,3 cm, nach 7 Tagen 0,4 cm. — Kartoffeln: 
Wachstum braunlich pechschwarz, runzelig; Luftmycel staubig, kreideweiB. — 
Karotten: Wachstum sparlich, punktférmig, runzelig, hellgelb. — Lackmusmilch: 
Ringwachstum und Pellikel braunlichgelb bis gelblich rostbraun; Luftmycel spar- 
lich; keine Koagulation; Peptonisierung schwach; Lackmus rétlich. 


Beide Stamme produzieren das Antibioticum Carbomycin. 


21. Streptomyces venezuelae Ehrlich et al. [J. Bact. 56, 467 (1948)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm ATCC (ETH 10210), Typus (?); ETH 8948 
eigene Isolierung; ETH 14630 eigene Isolierung. 

Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimtbraun. — Sporenketten 
monopodial verzweigt, auffallend steif und gerade (Abb.1, p). — Mela- 
ninbildung. 


22. Streptomyces lavendulae (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 
[Brerary VI, 8. 944 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces lavendulae Waksman et Curtis [Soil Sci. 1, 126 (1916)]. 

Untersuchte Kulturen: Streptothricin-Stamm von Prof. WaxksMAN, erhalten 
1945 (ETH 4288), Typus (?); ETH 6569 eigene Isolierung; ETH 9910 eigene Iso- 
lierung; ETH 14501 eigene Isolierung. 

Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimtbraun. — Sporenketten 
monopodial verzweigt; kurze offene, unregelmaBige Spiralen erst an den 
Enden langer, gerader Stiicke (Abb. 1, f). — Melaninbildung. 

Hierher gehéren: S. actdomyceticus ATCC 11611 Stamm K. Sato, IFO, No. 3125 
(ETH 16699). — S. virginiae NRRL B-1446 (ETH 14322). — S. virginiae CBS 
Stamm de Vries (ETH 20730). 


23. Streptomyces violaceoniger (Waksman et Curtis) Waksman et 
Henrici [Brrany VI, S. 947 (1945)]. 


Syn.: Actinomyces violaceus-niger Waksman et Curtis [Soil Sci. 1, 111 (1916)]. 
Untersuchte Kultur: NRRL B-1476 (ETH 14321), 
Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimtbraun. — Sporenketten 
in engen, geschlossenen Spiralen; monopodial verzweigt (Abb.1, n). — 
Keine Melaninbildung. 


Hierher gehéren: 8. hygroscopicus ATCC 10976 Stamm Waksman No. 3951 
(ETH 13081). -- 8. hygroscopicus NRRL B-1503, Stamm Osaka (ETH 15978). 


Die 3 aufgefiihrten Stimme zeigen mit dem Alter eine schwarze Ver- 
fliissigung des Luftmycels, wie sie als Artmerkmal fir S. hygroscopicus 
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gilt. Die gleiche Erscheinung zeigen aber auch die Stéamme mit asch- 
grauem Luftmycel [vgl. S. hygroscopicus (31)]. 


24. Streptomyces fradiae (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 
[Berery VI, 8. 954 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces fradii Waksman et Curtis [Soil Sci. 1, 125 (1916)]. 

Untersuchte Kultur: ATCC 10745 Stamm Waksman No. 3535 (ETH 13472). 

PRIDHAM et al. (1958, 8. 64) haben vorgeschlagen, auf diesen Stamm 
als Typus und nicht auf die zum Teil mit ihm unvereinbaren Diagnosen 
abzustellen. Wir folgen ihrem Vorgehen. 

CBS Stamm Bucherer (ETH 20737); NRRL B-1195 (ETH 13363). 

Sporen glatt. — Luftmycel dunkelrot-zimtbraun-braunlichgrau. — 
Sporenketten in offenen, regelmaiBigen Spiralen von meist mehr als 
5 Windungen; monopodial verzweigt, mit langer, gerader Hauptachse 
(Abb. 1, k). — Keine Melaninbildung. 

Hierher gehéren: S. coelicolor ATCC 3355 Stamm Waksman A. violaceus-ruber 
(ETH 9447). — S. coelicolor ATCC 10147 Stamm Waksman 4. coelicolor No. 3034 
(ETH 9448). — 8. coelicolor Stamm Tonolo (ETH 9880); andere S. coelicolor siehe 
S. griseus (13). — S. filipinensis CBS Stamm Gottlieb (ETH 20722), Typus (?). — 
S. flavogriseus CBS Stamm CBS (ETH 16829). — S. rochei ATCC 10739 Stamm 


Aeschlimann (ETH 13471 u. ETH 20727), Typus (?). — 4. tyrosinaticus CBS 
Stamm Beijerinck (ETH 16828). — A. violaceus CBS Stamm Ciferri (ETH 20721). 


25. Streptomyces erythraeus (Waksman) Waksman et Henrici [| BrEr- 
ary VI, S. 938 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces erythreus Waksman [ BERGEY I, 8. 370 (1923)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 9521), Typus (?); 
CBS Stamm Duché (ETH 9520); ATCC 11635 Stamm McGuire (ETH 14307). 

Sporen glatt. — Luftmycel blaBkarmin-zimtbraun. — Sporenketten 
monopodial verzweigt, auf der ganzen Lange in unregelmaBigen, offenen 
Spiralen (Abb. 1, m). — Keine Melaninbildung. 


Hierher gehéren: S. rimosus CBS Stamm NRRL 2234 (ETH 20240), Typus (?). — 
S. roseochromogenes CBS Stamm Bucherer (ETH 5526). — S. roseochromogenes CBS 
Stamm Duché (ETH 9527). 


IV. Luftmycel cinereus 

26. Streptomyces reticuli (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 
[Bercery VI, 8. 944 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces reticuli Waksman et Curtis [Soil Sci. 1, 118 (1916)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 9873), Typus (?); 
NRRL B-1253 (ETH 14319). 

Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten gerade, in 
einfachen bis doppelten Quirlen an sterilen Lufthyphen (Abb.1, a). — 
Keine Melaninbildung. 

Entgegen den Diagnosen (I. ¢.) zeigte keiner der beiden Stimme 


Spiralen. 
23* 
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27. Streptomyces viridogenes Waksman (WAKSMAN and LECHEVALIER, 
Actinomycetes and their Antibiotics, Baltimore 1953, S. 109). 


Syn.: Actinomyces viridis Millard et Burr [Ann. appl. Biol. 18, 601 (1926)]. — 
non A. viridis Sanfelice. — nec A. viridis Duché. 
Untersuchte Kultur: S. viridis ATCC 3372 Stamm Waksman (ETH 12397), 
Typus (?). 
Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten gerade oder 
gewellt, sympodial verzweigt, in Baumchen mit langer Hauptachse 
(Abb. 1, 0). — Keine Melaninbildung. 


[Helv. Chim. Acta 41, 216 (1958)]. 


Untersuchte Kultur: ETH 17653 eigene Isolierung, 


wo © 
A ans 28. Streptomyces ramulosus Ettlinger et al. 


as Typus. 
Cc | Sporen glatt (Abb. 11). — Luftmycel asch- 


grau. — Sporenketten an sterilen Lufthyphen, 
Abb. 11.8 : : 2 
8. vomulosus, ETH 17 668 mehrfach monopodial verzweigt, Seitenzweige 
jeweils fast senkrecht ansetzend, gerade oder 
schwach gebogen, meist kurz und aus weniger als 8 Sporen bestehend 
8 ? g p 
Abb.1, h). — Keine Melaninbildung. 
? f=) 


29. Streptomyces olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici [BERGEY 
VI, 8. 950 (1948)]. 

Syn.: Actinomyces olivaceus Waksman [BERGEY I, 8. 354 (1923)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm Waksman (ETH 9868), Typus (?); ATCC 


3335 Stamm Waksman (HTH 14308), Typus (?); NRRL B-1125 (ATCC 11626, 
ETH 14309 u. ETH 14316). 


Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten monopodial 
verzweigt, gerade oder gewellt (Abb. 1, 1). — Keine Melaninbildung. 

Hierher gehéren: S. fellews NRRL 2251 (ETH 14324), Typus (?). — S. flavus 
ATCC 3369 Stamm Waksman (ETH 13077), Typus (?). — 8. griseolus CBS Stamm 
Waksman (ETH 10204), Typus (?). — S. halstedii ATCC 10897 Stamm Waksman 
3328 (ETH 13080), Typus (?). — S. halstedii CBS Stamm Duché (ETH 9870). — 
S. halstedii NRRL B-1238 (ETH 15972). — S. narbonensis ETH 7346, Typus. — 
S. scabies CBS Stamm Butler (ETH 9309). — S. verne CBS Stamm Waksman u. 


Curtis (ETH 9874). 

Ks sei erwihnt, dali 4 der aufgefiihrten Species, nimlich S. flavus 
(KRatnsKky 1914), S. halstedii (WaksMAN et Curtis 1916), S. scabies 
(LHAXxTER 1891) und S. verne (WAKSMAN et Curtis 1916), Prioritit vor 
S. olivaceus besitzen. Die gepriiften Stamme zeigen aber alle gewisse 
Abweichungen von den Diagnosen, die wir nicht iibersehen diirfen, 
wenn wir nicht ganz sicher sind, die Typus-Kulturen zu besitzen. Es 
handelt sich um folgende Unstimmigkeiten: Bei S. flavus deuten die 
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Diagnosen eher auf Luftmycel griseus als auf cinereus hin; die fiir 
S. halstedii angegebenen Spiralen zeigte keiner der 3 Stamme; von 
S. scabies besitzen wir auch Sammlungsstémme mit Luftmycel griseus 
[(vgl. S. griseus (13)], aber weder diese noch der hier aufgefiihrte Stamm 
zeigen positive Tyrosinasereaktion, wie sie fiir die Species verlangt 
wird; bei S. verne wird Fehlen des Luftmycels angegeben, was fir 
ATCC 3353 Stamm Waksman (ETH 14312) auch tatsachlich zutrifft, 
nicht aber fiir den hier erwahnten Stamm. 


30. Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et 
Henrici [Bercry VI, 8. 942 (1948) ]. 

Syn.: Actinomyces antibioticus Waksman et Woodruff [J. Bact. 42, 232 (1941)]. 

Untersuchte Kulturen: CBS Stamm Waksman 3435 (ETH 9875 u. ETH 13491), 
Typus; ATCC 8663 Stamm Waksman 3435 (ETH 13353), Typus; ATCC 10382 
Stamm NRRL B-546 (ETH 13354); Stamm Giolitti (ETH 14853). 

Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten monopodial 
verzweigt, gerade oder gewellt (Abb. 1, 1). — Melaninbildung. 

Hierher gehéren: 8. bikiniensis ATCC 11062 Stamm Waksman 3514 (ETH 
14303); ebenso CBS (ETH 21195), Typus. — S. cinereoruber ETH 7451, Typus. — 
S. cinereoruber var. fructofermentans ETH 6143, Typus. — S. eurythermus ETH 
6677, Typus; dazu ETH 6905, ETH 7489. — S. ipomoeae ATCC 11747 (Herkunft?) 
(ETH 16704). 

S. ipomoeae (PERSON et Martin 1940) ware alter als S. antibioticus, 
soll aber nach der Diagnose blaulich-griines Luftmycel besitzen, was 
unser Stamm nicht aufweist. 


31. Streptomyces hygroscopicus (Jensen) Waksman et Henrici [BErR- 
cry VI, 8. 953 (1948)]. 
Syn.: Actinomyces hygroscopicus Jensen [Proc. Linn. Soc. New South Wales 


56, 257 (1931)]. 
Untersuchte Kultur: CBS Stamm de Vries (ETH 17383). 


Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten mit engen, 
geschlossenen Spiralen; monopodial verzweigt (Abb.1, n). — Keine 
Melaninbildung. 


Hierher gehéren: S. platensis CBS Stamm NRRL (ETH 20739), Typus (?). — 
S. rutgersensis var. castelarense CBS Stamm Cercos (ETH 20732), Typus (?). 

Ob diese Stamme oder diejenigen mit Luftmycel cinnamoneus [vgl. 
S. violaceoniger (23)] der von JENSEN aufgestellten Art entsprechen, 
lieRe sich nur an Hand von authentischem Material schlissig aufklaren. 


32. Streptomyces aureofaciens Duggar fAnn. N. Y. Acad. Sci. 51, 177 


(1948) ]. 
Untersuchte Kulturen: ATCC 10762 Stamm NRRL 2209 (ETH 14302), Typus; 
CBS Stamm NRRL (ETH 17381), Typus; ETH 13387 eigene Isolierung. 
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Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten monopodial 
verzweigt, auf der ganzen Linge in unregelmafigen, offenen Spiralen 
(Abb. 1, m). — Keine Melaninbildung. 


Hierher gehért: S. ambofaciens ETH 8703, der mit anderen eigenen Isolierungen 
zusammen durch das CBS so identifiziert wurde. 


33.—Streptomyces parvulus Waksman et Gregory [Antibiot. and 
Chemother. 4, 1050 (1954) ]. 


Untersuchte Kultur: Stamm Waksman 3677 (ATCC 12430, ETH 12648); 
(NRRL B-1628, ETH 14318), Typus. 


Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten monopodial 
verzweigt mit kurzer, gerader Hauptachse und offenen, regelmafigen, 
meist langen Spiralen (Abb. 1, g). — Keine Melaninbildung. 


34. Streptomyces galilaeus nov. spec. 


Untersuchte Kultur: ETH 18822 aus Erdprobe unbekannter Herkunft, 
Typus. 


Sporen glatt. — Luftmycel aschgrau. — Sporenketten monopodial 
verzweigt mit langer, gerader Hauptachse; offene, regelmaBige Spiralen 
(Abb. 1, k). — Melaninbildung. 


Synthetischer Agar: Wachstum punktférmig, schleierartig, anfangs blaBkarmin, 
nach 10 Tagen hellgelbrot bis karminrot; Luftmycel samtig, wei®grau; Substrat 
unverfarbt. — Synthetische Lésung: Sediment, wenig Flocken, feine Triibung; 
Flocken blaBkarmin; Substrat blaSkarmin. — Glucose-Agar: Wachstum anfangs 
punktférmig, spater pustelig, hellgelb bis bla8karmin; Luftmycel sparlich, weiB- 
grau; Substrat hellbraun. — Glucose-Asparagin-Agar: Wachstum pustelig bis diinn, 
schleierartig, anfangs weiBgelb, spiter nach 7 Tagen zinnoberrot; Luftmycel 
samtig, aschgrau; kein lésliches Pigment. — Calciummalat-Agar: Wie Glucose- 
Asparagin-Agar; Luftmycel gut ausgebildet, samtig, aschgrau. — Gelatinestich 
(18° C): Oberflachenwachstum pustelig, hellgelbrot bis hellbraun; Luftmycel spar- 
lich, mehl-grauweiB; Substrat rétlich-braun bis dunkelbraun; Verfliissigung nach 
21 Tagen Spur. — Starkeplatte: Wachstum punktférmig, karminrot; Luftmycel 
sparlich, weiBgrau; Hydrolyse 0,2 cm nach 7 Tagen. — Kartoffeln: Wachstum 
pustelig bis flechtenartig, braunlich-gelb; Luftmycel samtig, aschgrau; Substrat 
wenig verfarbt bis kastanienbraun. — Karotten: Wachstum sparlich, punktférmig, 
hellgelbrot. — Lackmusmilch: Wachstum gut; Pellikel dick, hellbraun; Luftmycel 


samtig, aschgrau; keine Peptonisierung und nur schwache Gerinnung nach 
7 Tagen; Lackmus entfarbt. 


Zeigt antibiotische Aktivitat. 


C. Luftmycel fehlend oder sparlich, so da keine Einordnung 
moglich 

8. alboflavus CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 17 382). — S. annulatus 

ATCC 3307 Stamm Waksman (ETH 13075). — 8. baarnensis CBS Stamm Duché 

(ETH 20729). — S. bobiliae ATCC 3310 Stamm Waksman (ETH 9446). — S. 

bobiliae CBS Stamm Waksman (ETH 9308). — S. cacaoi ATCC 3082 Stamm Waks- 

man (ETH 14304). — §. cacaoi CBS Stamm NCTC (ETH 9877). — S. carneus 
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ATCC 6847 Stamm NCTC 3527 (ETH 12396). — A. clavifer CBS Stamm Millard 
(ETH 16826). — A. coeruleus CBS Stamm Ciferri (ETH 21194). — A. craterifer 
CBS Stamm Millard (ETH 18060). — S. diastaticus CBS Stamm Waksman u. 
Curtis (ETH 9878). — 8S. diastaticus NRRL B-1270 (ETH 16837). — 8S. fimicarius 
CBS Stamm Duché (ETH 9530). — 8. flaveolus CBS Stamm Waksman u. Curtis 
(ETH 12649). — S. flaveolus CBS Stamm Duché (ETH 12650). — S. flavovirens 
CBS Stamm Waksman (ETH 10248). — S. flocculus CBS Stamm CBS (ETH 
20723). — S. galtieri CBS Stamm Goret (ETH 20728). — S. gedanensis ATCC 4880 
Stamm Scudder 24400 (ETH 16701). — S. gelaticus CBS Stamm Waksman u. 
Curtis (ETH 10211). — 8. gelaticus ATCC 3323 Stamm Waksman (ETH 16702). — 
S. gibsoniti ATCC 6852 Stamm NCTC 4575 (ETH 16703). — 8S. gougerotii CBS 
Stamm Duché (ETH 10213). — S. intermedius ATCC 3329 Stamm Waksman (ETH 
16705). — A. nigrificans CBS Stamm Wollenweber (ETH 16830). — A. novae- 
caesareae CBS Stamm Waksman u. Curtis (ETH 20738). — S. rutgersensis CBS 
Stamm Waksman u. Curtis (HTH 17541). — A. somaliensis CBS Stamm Ciferri 
(ETH 14850). — 8. verne ATCC 3353 Stamm Waksman (ETH 14312). — 8. virido- 
flavus NRRL B-1569 (ETH 14323). 


Zusammenfassung 


Es wird eine Arteinteilung der Gattung Streptomyces vorgeschlagen, 
welche nur zwingende Merkmale verwendet und die variablen oder nicht 
eindeutig zu bestimmenden beiseite 1iBt. Als artdifferenzierend gelten 
die Morphologie der Sporen, Farbe und Morphologie des Luftmycels 
sowie die Chromogenitat. 

152 Sammlungsstamme mit 103 Speciesbezeichnungen sowie zahl- 
reiche eigene Isolierungen wurden nach den genannten 4 Kriterien unter- 
sucht. 31 Sammlungsstamme von 26 Species konnten in Ermangelung 
von Luftmycel nicht bestimmt werden. Die restlichen Kulturen lassen 
sich in 34 verschiedene Arten einteilen, von denen 8 als neu beschrieben 
werden. 

Die elektromikroskopischen Aufnahmen wurden im Laboratorium fiir Elektro- 
nenmikroskopie, Institut fiir allgemeine Botanik und Pflanzenphysiologie der 
E.T.H., Ziirich, hergestellt; wir danken Herrn Prof. Dr. K. MUHLETHALER und. 
seinem Assistenten, Herrn H. Moor, fiir die Hilfe. Herrn Prof. Dr. 8. A. WaksMan, 
Rutgers University, und den Herren Dr. C. W. Hessectrne und Dr. Tx. G. 
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Zur Kenntnis des Fettsiureabbaus durch Schimmelpilze 
II. Mitteilung 


Uber Fettsiuredehydrasen aus Schimmelpilzen 


Von 
WILHELM FRANKE und WOLFGANG HEINEN 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 16. April 1958) 


Uber Fettsiuredehydrasen in Schimmelpilzen ist kaum etwas bekannt. 
MuxKuHerJer (1951) gibt Methylenblaureduktion durch Fettséuren bis 
C,, in Gegenwart von Mycelsuspensionen, nicht aber von Myceleatrakten 
verschiedener Aspergillaceen (Asp. niger, Asp. flavoryzae, Pen. glaucum) 
an. Dagegen sollen Eatrakte mit den Fettsiuren von C, bis Cy Sauerstoff 
aufnehmen, um so weniger, je linger die Fettsiurekette ist; Palmitin- 
und Stearinsiure bleiben unangegriffen. Die Farbstoffversuche MUKHER- 
JEHES sind problematisch, da keine Kontrollwerte fir fettsiurefreie An- 
sitze angegeben wurden; die Sauerstoffversuche enthalten noch keinen 
exakten Dehydrasenachweis. Letzteres gilt auch fiir neuere aerobe Ver- 
suche mit Mycelsuspensionen von Pen. roqueforti (GIROLAMI u. KNIGHT 
1955). Nur die Fettsauren zwischen C, und C,, erhohen den Sauerstoff- 
verbrauch der ruhenden Zellen erheblich; das Maximum liegt bei Cy. Als 
Reaktionsprodukte wurden in kleiner Menge die entsprechenden Methyl- 
ketone (vgl.I. Mitt. von FRANKE u. HEINEN 1958 a) gefaBt. 

Da die vorliegenden aeroben Befunde zusammen mit dem Methyl- 
ketonnachweis die Existenz von Fettsiuredehydrasen in Schimmelpilzen 
zwar wahrscheinlich machten, aber sie nicht bewiesen, sollte deren 
exakter Nachweis in Pilzextrakten die Aufgabe der nachstehenden Unter- 


suchung sein. 
Methodik 


1. Pilzmaterial und -ztichtung 
Es kamen die bereits in der I. Mitteilung verwendeten Pilzarten zur 
Untersuchung, dazu einige weitere Aspergillaceen (z. B. Asp. glaucus 
Asp. clavatus, Asp. terreus, Pen. brevicaule, Pen. candidum, Pen. glabrum, 
Pen. notatum, Pen. chrysogenum), die aber wegen ihres Nichtangehens auf 
Nahrlésungen mit Fettsiuren als einziger C- Quelle spaiter nicht mehr 
weiter beachtet wurden. 
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Als Grundnahrlosung diente wieder die folgende: 


0,5 Ammonsulfat 0,1°% Magnesiumsulfat (krist.) 
0,5% prim. Kaliumphosphat Spur Ferrichlorid 
0,1% Calciumnitrat (krist.) | Spur Zinksulfat, 


meist unter Zusatz von 2°, Glucose. Weitere Zusatze sollten die adaptive 
Fettsiiuredehydrase-Bildung (vgl. z. B. Karstrém 1938) férdern. Als 
solche Zusiitze wurden verwendet: a) 0,3°% Fettsiure (mit NH, neutrali- 
siert); b) 0,3°/, Tween 20, 40, 60 oder 801; c) 0,3% Fettsaure (neutrali- 
siert) + 0,3°% Tween. Zur Ziichtung von Mycelmaterial fiir die Enzym- 
gewinnung diente spaiter am haufigsten der Zusatz von 0,3% Tween 20 
bzw. 40 oder von 0,3% Palmitat + 0,3°% Tween 40 (vgl.Tab. 1, 8.365). 

Fiir die praparative Mycelziichtung wurden die Nahrlésungen im all- 
gemeinen mit einer im Morser zerriebenen, sporulierenden Vorkultur auf 
fettsiurehaltiger Nahrlésung beimpft. Nach 2—4tagiger Zichtung in 
groBen Petrischalen (20—25 cm @) bei 28° C wurden die Myceldecken 
zwecks Verarmung an Eigensubstraten eine Nacht auf Leitungswasser 
gesetzt und anschlieBend in der hydraulischen Presse abgepreBt. 


2. Herstellung von Enzymlosungen 


Es wurde im wesentlichen nach friiheren Angaben (FRANKE, TAHA u. 
Krrec 1952, FRANKE u. ScHuULZ 1956) verfahren und das mit Seesand 
zerriebene PreBmycel mit der 2,5fachen Menge m/10-Na,H PO, extrahiert. 
Die (meist 15 min bei 5000 g) zentrifugierte, aber noch getriibte Enzym- 
lé6sung wurde in Kiswasser aufbewahrt. Trockengewichtsbestimmungen 
erfolgten bei 110° C nach 48stiindiger Dialyse gegen flieBendes Leitungs- 
wasser. 

In verschiedenen Fallen wurden Enzymlésungen vor ihrer Priifung im 
Cellophanschlauch von 2,2 em @ 2—6 Std gegen dest. Wasser bei 5° C 
dialysiert (,,Normaldialyse“). Durch Eintauchen eines mit Wasser ge- 
fiillten Reagensglases (1,6 em @) oder eines dicken Glasstabes von ahn- 
lichem Durchmesser konnte die dialysierende Oberfliche auf etwa das 
Doppelte erhéht und die Dialyse dadurch wirksamer gestaltet werden 
(,,.Intensivdialyse‘‘). 


3. Aktivitétsmessungen 


Die Fettsiuredehydrase-Wirkung wurde nach der Thunberg-Methodik 
bei 30° untersucht, gewdhnlich mit dem Indaminfarbstoff Bindschedlers 


* Die (in der Praxis hauptsichlich als Emulgatoren verwendeten) T'weens sind 
Polyoxyithylenderivate der Sorbitanester von hédheren Fettsauren. Tween 20 
enthalt Laurinsiure, Tween 40 Palmitinsiure, Tween 60 Stearinsiure, Tween 80 
Olsiure (vgl. ROmpp 1958) 
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Griin als H-Acceptor. Der ,,Normalansatz‘‘ hatte folgende Zusammen- 
setzung: 


1,0 ml Enzymlésung 0,5 ml m/1000-Farbstofflésung 
0,5 ml m/20-Fettsaéurelésung 1,5 ml m/5-Puffer (meist px 7,1) 
(K-Salz) H,O auf 5 ml. 


Soweit Konzentrationen an Enzym oder Substrat oder das px Variiert 
wurden, ist dies im Text jeweils vermerkt. 

Neben den Entfairbungszeiten (stets in Minuten) des vollstindigen 
Ansatzes (¢) und des substratfreien (f,) wird im folgenden meist noch die 
Dehydrierungsintensitit 

I = 100 (1/¢ — 1/t)) 
und die spezifische Dehydrierungsintensitdt 
I, = I/mg Enzymtrockengew. 
angegeben. Bisweilen ist unter der Rubrik °/,J, die prozentische Akti- 
vitat, bezogen auf J, des Rohextrakts, verzeichnet. 


4. Priparate 


Die Fettsaure-Praparate waren die in der I. Mitteilung verwendeten. 
Von hinzukommenden Cofaktoren! waren DPN-75 und DPN-95 sowie 
SH-Glutathion von der Fa. Boehringer u. S6hne, Mannheim, TPN rein 
von der Sigma Chemical Comp., St. Louis, ATP von der Zellstoff- 
fabrik Mannheim-Waldhof, CoA von Boehringer Sohn, Ingelheim?. Der 
tatsichliche Gehalt der beiden DPN-Praparate, mit krist. Alkohol- 
dehydrase bestimmt (vgl. Boehringer & Séhne 1955), war 68 bzw. 86°/9, 
derjenige des ATP, aus Gesamtphosphat und 7 min-Phosphat (H1s- 
BERG-LAaNG 1951) bestimmt, war 48/,, derjenige des CoA, nach LyNEN 
(1951) bestimmt, war 68°/,. Spatere Mengenangaben beziehen sich auf 
Reinpraparate. 


5. Auswertung von Aktivierungseffekten 


Bei Reaktivierungsversuchen an (durch Dialyse) zum Teil inaktivierten 
Enzymlosungen zeigte sich, daB bei Zugabe von Cofaktoren haufig eine 
erhebliche Verkiirzung von f, eintrat, eine Erscheinung, die auch in 
anderen Fallen, z. B. bei hohen Enzymkonzentrationen, zu beobachten 
war. Um zu ermitteln, ob ein bestimmter J,-Wert durch die Verkiirzung 
von f, beeinfluBt wird, wurde der EinfluB zugesetzter H-Donatoren (Glu- 
cose, Glutaminsaure, Apfelsiure) auf 4 wie auch die Entfarbungszeit ¢ 


1 Nachstehende Abkiirzungen werden hier und im folgenden gebraucht: DPN 
Diphosphopyridin-nucleotid, TPN Triphosphopyridin-nucleotid, ATP Adenosintri- 
phosphat, AMP Adenosinmonophosphat, PP Pyrophosphat, CoA oder CoA-SH 
Coenzym A, GSH SH-Glutathion. 

2 Fiir kostenlose Uberlassung von 200 mg CoA sind wir Herrn Prof. Dr. K. Zrrms 
von der genannten Firma sehr verbunden. 
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mit Palmitat oder Oleat unter Verwendung wndialysierter Extrakte unter- 
sucht. Dabei ergab sich, da durch den H-Donatorzusatz , scheinakti- 
vierungen“ der Fettsiuredehydrierung bis zu 60°/, vorgetaéuscht werden 
konnen, wenn f, (63 min) bis auf ein !/, des Ausgangswerts absinkt. In 
Abb. 1 ist °/Z) gegen die Leerentfarbungszeit (fy bzw. °/fo) bei verschie- 
denen Zusitzen aufgetragen. Da Palmitat- und Oleatdehydrierung sich 
hinsichtlich der proz. J)-Werte innerhalb der Fehlergrenzen gleich ver- 
hielten, wurden in der Abbildung Mittelwerte fiir °/)/) eingetragen. 


Vly 
/60 > 


150 

140 

730 

720 

710 

can AIA oi: 
10 2 50 40 50 60 t(Min) 


Abb. 1. Scheinbare Steigerung der Dehydrierungsintensitdt (°/oI,) von Palmitat und Oleat (Mittelwerte) 
in Abhingigkeit von der Reduktion der Leerentjdrbungszeit (ty bzw. °/oty bei Asp. niger-Extrakt). Zusatze: 
x m/50-Glutaminat, A m/50-Glucose, o m/50-Malat,7V m/30-Glutaminat, ° m/30-Malat 


Wie ersichtlich, liegen die zu verkiirzten f,-Werten gehérigen J)-Werte 
auf einer ansteigenden, schwach gekriimmten Kurve. Auf diese Tatsache 
wird spater zuriickzukommen sein (S. 364 u. 373). 


Versuchsergebnisse 
1. Auswahl der Ndhrlésungen und der Pilze 

Es wurde zunachst versucht, durch Ziichtung von iiber 50 Pilzstémmen 
auf der 8.360 erwahnten Grundnahrlésung mit den geradzahligen Fett- 
siuren von C, bis C,, einschlieBlich Ol- und Linolsdure als einziger 
C- Quelle (jeweils 0,3°/5) die ,,lipophilsten‘‘ Organismen auszusondern. Das 
Ergebnis war enttaéuschend; hiufig gingen die Pilze — nach Beimpfung 
der Nahrlésung in Petrischalen mit den Sporen einer Stammkultur — 
iiberhaupt nicht an, in den giinstigsten Fallen bildeten sich gréfRere 
Mycelflocken oder unvollstindige und rasch sporulierende Myceldecken. 
Hohere Fettsiuren (C,, und héher) schienen als C- Quellen geeigneter als 
niedrigere. Zu den noch am besten angehenden Pilzen gehorten Rhizopus 
nigricans, Rhiz. tonkinensis, Mucor plumbeus, Asp. niger, Asp. fumigatus, 
Asp. sp., Pen. roqueforti, Pen. camemberti und Botrytis cinerea. 

Da bei dem py der Nahrlésungen (6,2—6,6) zum wenigsten die hdheren 
gesittigten Fettsiuren zum Teil ausgefallen waren, wurden in einer 
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zweiten Versuchsreihe den zuletzt erwahnten Pilzen die Fettsiuren in 
der leichter léslichen Form der Tweens 20, 40, 60 und 80 zugesetzt. 
Fries u. YUSEF (1955) hatten bereits fiir den Ascomyceten Ophiostoma 
multiannulatum gezeigt, daB er Tweens als Baumaterial verwerten kann 
(gut allerdings nur in Gegenwart von Glucose). Der Tween-Zusatz in 
unseren Versuchen betrug 0,1°/), da nach Vorversuchen eine 'Tween- 
Konzentration von 0,3°/) nicht von allen Pilzen vertragen wird. Die Er- 
gebnisse mit der obigen Auswahl von 9 Pilzen waren merklich besser als 
bei der Ziichtung auf fettsauren Salzen. Haufig bildeten sich nach 4Tagen 
unvollstandige, in einigen Fallen — Rhiz. nigricans, Rhiz. tonkinensis, 
Asp. niger — auch sehr ditinne vollstandige Myceldecken. Allerdings 
begannen die Pilze, besonders bei Tween 80, sehr bald zu sporulieren. 

Jedenfalls war ersichtlich, da mit Fettsiuren oder 'weens allein keine 
fiir die Enzymgewinnung ausreichenden Mycelmengen gewonnen werden 
konnten. In einer dritten orientierenden Versuchsreihe wurde daher den 
Nahrlésungen entweder mit fettsauren Salzen oder mit Tweens noch 
jeweils 1°/, Glucose zugesetzt. Eine Kontrollreihe mit 1°/, Glucose allein 
lief mit. Die Auswertung der 4tagigen Wachstumsversuche mit den frither 
angefiihrten 9 Auswahlstémmen ergab, dais derartige kombinierte Nahr- 
lésungen in vielen Fallen durchaus brauchbar sind. Die Wachstumsinten- 
sitat der Kontrollen wurde zwar in keinem Falle ganz erreicht ; immerhin 
bildeten sich in einer gréBeren Zahl von Fallen nun vollstandige, wenn 
auch meist etwas diinne Decken. Die Tween-Glucose-Kombination lieferte 
bessere Durchschnittsresultate als die Fettsaure-Glucose-Kombination ; 
bei Tween 80 fiel wieder die rasche Sporulation auf. 


2. Dehydrierungsversuche mit Myceleatrakten 


Nachdem die Méglichkeiten zur Gewinnung ausreichender Mycel- 
mengen bei gebotener Adaptation an Fettsauren erprobt worden waren, 
wurden die ersten Acceptorversuche zum Nachweis von Fettsaure- 
dehydrasen in Wasser- oder Phosphatextrakten gut gewachsenen 
Mycels durchgefiihrt, mit Bindschedlers Grin oder 2,6-Dichlorphenol- 
indophenol als Acceptor. Die Versuche verliefen zwar meist positiv, doch 
war die Leerreduktion der Extrakte gewohnlich hoch (kurze t)-Werte), 
die Aktivitat auch bei den am besten dehydrierbaren héheren Fettsauren 
gering und von Fall zu Fall sehr wechselnd. Es wurde daher die Abhangig- 
keit der Dehydrase-Aktivitaét von verschiedenen Faktoren, vor allem von 
der Zusammensetzung der Nahrlésung, naher untersucht. Wir beschrank- 
ten uns dabei auf Rhiz. tonkinensis und Asp. niger, die (neben Pen. ca- 
membertt) in den vorausgegangenen Wachstumsversuchen den am stark- 
sten lipophilen Charakter gezeigt hatten ; als Substrate wurden zundchst 
nur Palmitat und Oleat verwendet. 
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a) Einflup der Néhrlosung 


Als Basisversuch wurden die Pilze auf einer Grundnahrlésung (S. 360) 
mit Zusatz von nunmehr 2°/, Zucker geziichtet; das abgepreBte Mycel 
wurde mit m/10-Na,HPO, extrahiert und die Aktivitaét des Extrakts in 
jeweils 1 ml bestimmt (Tab. 1, I). In der Versuchsserie II wurden aufer- 
dem 0),,3°/, verschiedener fettsaurer Salze zugefiigt, in Serie ITT 0,3°/, der 
verschiedenen Tweens und in der letzten Versuchsserie IV sowohl 0,3°/ 
Fettsadure (C,,) als auch 0,3°/, Tween. 

Das Ergebnis der mit m/200-Palmitat (nur teilweise gelést) und m/200 
Oleat (fast ganz gelést) als Substraten und m/100000-Bindschedlers Grin 
als Acceptor durchgefiihrten Doppelreihe (Rhiz. tonkinensis und Asp. 
niger) zeigt Tab. 1. 

Man erkennt aus der Tabelle, da mit ganz wenigen Ausnahmen 
Palmitat und Oleat von den Extrakten beider Pilze mit vergleichbarer 
Geschwindigkeit angegriffen werden; im Mittel wird Palmitat etwas 
rascher dehydriert als Oleat. Zu den einzelnen Versuchsserien (I—IV) 
ware folgendes zu bemerken: 


I. MaBige Dehydrase-Aktivitat (Z,) ist im Mycel auch in Abwesenheit 
von Fettsiure bei der Ziichtung vorhanden; die Fettsiuredehydrasen 
sind also konstitutive Enzyme der Pilze (vgl. KarstrOm 1938). Das Ver- 
haltnis von Leer- und Substratentfarbungszeit (f)/t) ist aber relativ klein 
und daher ungiinstig (2,6—2,8:1). 


II. Bei Zusatz verschiedener fettsaurer Salze zur zuckerhaltigen Nahr- 
lésung wird f) der Extrakte durchweg kleiner und der Quotient f/f ver- 
schlechtert sich noch (1,3—2,1:1). J) ist in keinem Falle gegeniiber Ver- 
suchsserie I erhéht, sondern zum Teil merklich erniedrigt. Von einer 
adaptiven Enzymbildung ist unter diesen Ziichtungsbedingungen nichts 
zu merken. Dabei ist noch zu beriicksichtigen, da nach friiheren Aus- 
fiihrungen (S. 362) Verkiirzung von f, ceteris paribus Erhéhung von I, 
bewirken sollte. Wahrscheinlich ist die Reduktion von ft) bei Verwendung 
fettsiurehaltiger Nahrlésungen zum Teil darauf zuriickzufiihren, daB die 
Pilze teils zwischen, teils auch in den Hyphen Fettsiuren speichern, die 
dann auch in die Mycelextrakte gelangen. (Vgl. Beobachtungen von 
Furec 1922 an Asp. niger.) 


III. Bessere Ergebnisse erhilt man bei Ziichtung in Tween-Gegenwart, 
wobei die Praparate 20 und 40 vorteilhafter als 60 und 80 sind. Die I,- 
Werte sind im Vergleich zu Serie I und IT teilweise betrachtlich erhéht 
(2—4fach), der Quotient t/t liegt bei Tween 20 und 40 bei 2,7—5,0:1. 


IV. Die Kombination Fettsiiure + Tween (20 oder 40) im Medium ist 
reiner Tween-Ziichtung ungefahr gleichwertig, was die I)-Werte und den 
Quotienten {/t (2,5—4,8:1) betrifft. Als ein besonderer Vorteil dieser 
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Ziichtungsform erscheint der durchweg hohe f)-Wert; nachteilig ist das 
langsamere Wachstum der Pilze auf diesen Nahrlésungen, so daB sich 
die Mycelernte um etwa einen Tag gegeniiber der reinen Tween-Ziichtung 
verschiebt. 


Bei den folgenden Versuchen wurde Mycel von Asp. niger (gelegentlich 
auch von Rhiz. tonkinensis), das nach Methode III (mit Tween 20 oder 40) 
oder nach Verfahren IV gewonnen worden war, verwendet. 


Tabelle 1. Beeinflussung der Dehydrase-Aktivitat von Extrakten aus Rhiz. tonkinensis 
und Asp. niger durch Zusatz von Fettsiuren (II), von Tweens (III) und von 
Fettstiuren + Tweens (IV) zu einer Grundndhrlisung mit 2% Glucose 


Rhiz. tonkinensis Asp. niger 

Zusiitze ak eal he oo eo HAI (Le, 2 pares, 

“af vam |e |||] [| ees 
0,3% Butyrat | Belm-S laa) 30] 12 | S'eolovas| 22 2° | 14 39 00 
savscoeins [Bait [5o| 20] 12/2294 aan |12| Slo 
santana Ea [oan | 2] $2 Oo an 22] 23808 
0,39% Pamitat | BS: fot] 27 | 18 | SSolorsal 59] 2 [is | Bas] oat 
0.39% Oleat — | B28 5,4] 45 155 | Peelorai| 9] 20| 12 | siz3|o.ao 
0,394 Tween 20 | P28: 13.9] 46 17 | Sal opel 4 | 4 | is | a'40| 00 
0,3% Tween 40 Eee 7,230] ¢ es a oy 5,9| 82 | 49 cae Ra 

THY a4 tween 60 | PHS |o.0]25| 15 | Pao] oa] ®"| 22 || aos 
0,3% Tween 80 bees 3,2 | 50 i ee CT pat it Hotes 
Bee Secor Loni PVP S15) OL PED 13h pee 3 es 05 
Nellore BG 14 | 5,62) 1,71 

2 a ana age S:13,6| 59 | ig et 3,4 | 67 i og 
38, Tween 40 OL. [33] 58 20 s11l004 4,3) 46 | 19 | 6,14] 1,42 


1 mg Trockengewicht der Enzymlésung/ml. 
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b) HinfluB des Acceptors 


Ein Vergleich von Bindschedlers Griin mit anderen gebrauchlichen 
Acceptorfarbstoffen (vgl. FRaNKE 1955) bewies eindeutig die Uberlegen- 
heit des Indaminfarbstofts (Tab. 2) und bestatigte damit die Erfahrungen 
bei den Fettsiuredehydrasen der Samen (FRANKE u. FREHSE 1954) und 
der Leber (FRANKE, TASCHEN u. FREHSE 1956). Das von MUKHER- 
JEE (1951) verwendete Methylenblau (S. 359) erwies sich als ein sehr 
schlechter Acceptor. Der Einflu8 des Redoxpotentials (in Volt) ist in 
Tab. 2 unverkennbar. 


Tabelle 2. Dehydrierung von m/200-Palmitat durch verschiedene Acceptorfarbstoffe 
(m/10000) in Gegenwart von Asp. niger-Extrakt 
Ziichtung auf Nahrlésung mit 2% Glucose und 0,3% Tween 40 


Farbstoff Ey’ (pu 7) - t I I, 
Bindschedlers Griin . . . 0,224 40 6 14,1 1,80 
2,6-Dichlorphenol- 

indophenola 0. uae 0,217 64 18 4,0 0,56 
Voluylenblaus 1 <a. 0,115 62 44 0,64 0,08 
‘Thionin se.) awe ies 0,062 75 60 0,34 0,04 
Methylenblaun ..... 0,011 > 300 > 300 |sehr klein | sehr klein 


Nach diesen Ergebnissen wurde weiterhin nur mehr Bindschedlers 
Griin in der Konzentration m/10000 verwendet. 


c) HinfluB des Extraktionsmittels 
Tab.3 zeigt daf ein in wblicher Weise mit m/10-sec. Phosphat her- 


gestellter Mycelextrakt rund 4mal wirksamer ist als ein Wasserextrakt 
des gleichen Mycels. 


Tabelle 3. Dehydrierung von m/200-Oleat durch zwei verschieden hergestellte 
Asp. niger-Extrakte 


WiAsser eens i es mee 4,35 | 68 sil! Iie 0,38 
m/10-sec. Phosphat . . . 12 6,40 


d) Lokalisation der Fettsiuredehydrasen 


Ks wurde die Aktivitit eines wie tiblich gewonnenen Phosphatextrakts 
aus Asp. niger (15 min bei 5000 g zentrifugiert) bestimmt und der Rest 
des Extrakts hierauf zur Entfernung der Mitochondrien 30 min in der 
Kuhlzentrifuge bei —3°C und 15000 g zentrifugiert. Der Aktivititswert 


des Uberstands stimmte innerhalb der Fehlergrenzen mit demjenigen des 
Rohextrakts iiberein (Tab. 4) 


Zur Kenntnis des Fettsiureabbaus durch Schimmelpilze. IT 367 


Demnach sind die Pilz-Fettsiuredehydrasen in Rohextrakten nicht in 
den Mitochondrien lokalisiert, sondern entweder in den Mikrosomen (fiir 
deren Abscheidung das notwendige Schwerefeld von 100000 g nicht 
zur Verfiigung stand) oder im Rest-Cytoplasma. 


Tabelle 4. Dehydrierung von Palmitat und Oleat durch nieder- und hochtourig 
zentrifugierten Asp. niger-Extrakt 


Tr.-gew. 


Enzymmaterial mg Substrat to t ys  F, 
l 
Rehextrakterws a) cae 5,40 ae Aes 56 i. ee ae 
Uberstand nach hoch- 
tourigem Zentri- 
: Palm.-S. 14 ie 1,14 
fugieren (15000¢). . 5,02 5 70 cl ; ; 
8 | OLS. 16 4,8 | 0,96 


In Pflanzensamen kommen Fettsiuredehydrasen unterschiedlicher 
Eigenschaften teils in Mikrosomen (HUMPHREYS, NEwcomsB, BOKMAN u. 
Stumer 1954, HumpHreys u. Stumpr 1955), teils in Mitochondrien 
(Stumer u. BARBER 1956) vor. 


3. Methylketonbildung und Fettséwredehydrasen-A ktivitat 


Die Annahme lag nahe, daB gute Methylketonbildner einen inten- 
siveren Fettsiureabbau besaBen als schlechte; médglicherweise war der 
erste Schritt, die Fettsiuredehydrierung, geschwindigkeitsbestimmend. 
Um dies zu klaren, wurden nach den Befunden der I. Mitteilung sowohl 
4 gute (Gruppe I) als 4 schlechte (bzw. negative) Methylketonbildner 
(Gruppe II) ausgewahlt und auf ihre Dehydrierungsaktivitat untersucht 
(Tab.5). Um bei beiden Gruppen méglichst vergleichbare t)-Werte zu 
erhalten (vgl. 8.361/62), muBten die Versuche an den guten Methylketon- 
bildnern mit der Halfte der sonst iiblichen Enzymkonzentration durch- 
_ gefiihrt werden. 

Wie ersichtlich, sind Fettsiuredehydrasen in beiden Gruppen vorhan- 
den; die Dehydrierungsintensitat ist bei den schlechten Methylketon- 
bildnern im Durchschnitt geringer, doch gréBenordnungsmaBig ver- 
gleichbar. Der Mittelwert von Jy ist 


; _ fPalmitat 0,72 / ._ JPalmitat ae 
in Gruppe I fiir ee Seu , in Gruppe IT fir Pe 0,45)" 


Auf den Unterschied im Verhaltnis Palmitat zu Oleat in beiden Gruppen 
mochten wir bei der geringen Zahl der untersuchten Pilzarten einstweilen 
kein groBeres Gewicht legen; ob er fiir die Existenz zweier verschiedener 
Dehydrasen spricht, bedarf weiterer Untersuchung. 


OY 
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Tabelle5. Palmitat- und Oleatdehydrierung durch Extrakte aus guten (I) und schlechten 
Methylketonbildnern (II) 


Tr.-gew. 


Pilzart ae Substrat to t I Tn 
Ea a ee 

Rhiz. tonkinensis 4,55 rt ah 100 o Hf na 

Asp.niger. .. . 3,65 Be Ph 96 a ae ee 

: Pen. camemberti. . 3,12 bee ay 106 ve as Hee 

Neurosp. crassa 3,60 Af = “S- 1 140 c Me ve: 

Rhiz. japonicus 3,88 rae 150 ad es ne 

Mucor plumbeus . 3,70 eee Bits eh 3 is fe 

t laa acco BAe Sie aan alli ge nea 

Acaulium albo- Palm.-&. zi 39 1,24 0,39 

nigrescens . . . 2,95 | 6s. 76 47 0,90 0,31 


4. Kinetik der Fettstiwredehydrase-Wirkung 

a) EinfluB der Enzymkonzentration 
Von zwei Extrakten aus Asp. niger und aus Rhiz. tonkinensis mit fast 
gleichem Trockengewicht (8,7 bzw. 8,5 mg/ml) wurde die ,,Normal- 


700 
° 
80 
- 
x 
60 é ° 
I 
40 
20 a 
& 
0 eee ee ee 
0 2 % 6 6 10 jew We 6 2 
mg /Ansorz 


Abb. 2. Oleat-Dehydrierung durch Extrakte aus Asp. niger (1) 


und Rhiz. tonkinensis (11) in Abhiingigkeit von der 
Enzymkonzentration 


ansaitzen‘* mit m/200-Oleat 
zugesetzte Menge zwischen 
0.25 und 2,0 ml variiert. 
Abb. 2 zeigt die Abhangig- 
keit der Dehydrierungs- 
intensitat I von der Enzym- 
konzentration (in mg/An- 
satz). Bis zu etwa 13 mg 
(=1,5 ml) besteht eine 
lineare Beziehung. 

DaB die J-Werte fiir die 
héchste Enzymkonzentra- 
tion (2,0 ml) etwa 20% zu 
hoch liegen, rihrt sicher 


vom ungewohnlich starken Anstieg der f,-Werte in diesem Bereich her 


(vgl. S. 362); so ergab sich bei Asp. niger 


to 
fir 1,5 ml 31 


t 
10 


Hl 
6,8 


t, t I 


0 
fiir 2,0ml 18 6 inh deg 


’ 
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Fir Aktivitatsvergleiche ist also der Bereich hoher Enzymkonzen- 
trationen und damit stark verkiirzter t;-Werte zu vermeiden, was bereits 
bei den vorausgehenden Versuchen beriicksichtigt wurde. In Zweifels- 
fallen wurde durch zwei Versuche mit verschiedenen Enzymkonzen- 
trationen gepriift, ob noch Pius 
im _ ,,Proportionalitiatsbe- Paimitat 
reich“ gearbeitet wurde. 


b) py-Hinflugp 

An einem Asp. niger- 
Extrakt wurde die px-Ab- Ib 
hangigkeit der Dehydrie- 
rung von m/200- Palmitat 50 
und Oleat untersucht. Da- 
bei ergaben sich recht aus- Newt We a Oleat 
gesprochene Optima: fiir pe Salemi l eye Py ier 
Palmitat py 7,0, fiir Oleat 30 MWA, of 
pu 6,5 (Abb. 3). Abb. 3. iit der Palmitat- 

DaB der optimale Bereich und Oleat-Dehydrierung durch Asp, niger-Extrakt 
fir Palmitat etwas héher 7 
liegt, ist wahrscheinlich auf 


die hier mitdem pystarker ”| 
ansteigende Léslichkeit des 4 4|_ 
(ja nur teilweise gelésten) 


Substrates zurtickzufiihren. 7 6} dhe 
c) HinfluB der. hee 


Substratkonzentration 


T 


Die Dehydrierung des 
ausreichend léslichen Ka-  gU——_— lal tne Bae 
: : : 56-78, 91012 #8 
liumoleats mit Asp. niger- a eee 


Extrakt ergab eine opti- Abb. 4. EinjluB der Substratkonzentration auf die Oleat- 
male Zone zwischen 5,0 und dehydrierung durch Asp. niger-Eatrakt. Gestrichelte Linien 


75-10-38 m (Abb. 4), he zur Ermittlung der Michaelis-Konstanten 
bisher verwendete Substratkonzentration war also optimal gewesen. 
Die Dissoziationskonstante der Enzym-Substrat-Verbindung (Michaelis- 
Konstante) wird graphisch zu rund 2 - 10~* m ermittelt. 

Die Werte sind relativ niedrig. -Beim Gerstenenzym war die opti- 
male Oleatkonzentration zu 1,5-10-*m, die Michaelis-Konstante zu 
9,6 - 10-3 m bestimmt worden (F'RANKE u. FREHSE 1954). 


ic) 
Gi 
- 


5. Zur Spezifitat der Fettsiwredehydrasen 
Zur Orientierung wurden die geradzahligen gesittigten Fettsiuren von 


©, bis C,,, dazu die beiden ungesattigten C,,-Saéuren Olsaure und Linol- 
24* 
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siiure in ,,Normalansitzen“ (S. 361) mit Asp. niger-Extrakt auf ihre 
H-Donatorfunktion gepriift. Das Ergebnis zeigt Abb. 5. 

Die Aktivitat J, steigt von C, bis Cy, fast kontinuierlich an. Dab 
Buttersiure etwas rascher angegriffen wird als Capron- und Capryl- 
siure, hingt méglicherweise mit der bekannten Hemmungswirkung der 
mittleren Fettsduren (vgl. I. Mitteilung) zusammen. 

Die optimalen Substrate sind Palmitin- und Stearinsaure. Olsture wird 
nur unwesentlich langsamer angegriffen, waihrend Linolsaure liegen bleibt. 


ome (Ea ea 2 er ea Pe | 7) ere 
4g 6 é 70 72 1¢ 16 78 0 7 (DA 


Abb. 5. Dehydrierung der geradzahligen Fettséuren (m/200) durch Asp. niger-Extrakt. 
a Gesittigte Fettsiuren von C,—C,s, b C,s-Fettsiiuren ohne und mit Doppelbindungen (F) 


Beziechungen zwischen Dehydrierbarkeit und Ausmaf der Methylketon 
bildung (I. Mitteilung) bestehen ersichtlich nicht. 

Dak Linolsdéure tatsichlich nicht dehydriert wird und ihre Dehydrie- 
rung nicht etwa durch eine Erhéhung von f, nur verdeckt ist, ergab sich 
aus einem Versuch mit Asp. niger-Extrakt, in dem Linolsaéure in der 
ublichen Konzentration (m/200) zu den gut angreifbaren Substraten 
Palmitin- oder Olsiiure zugesetzt wurde. Die Entfirbungszeit ¢ erhdhte 
sich durch diesen Zusatz nur um resp. 17 bzw. 10°, was nicht als spezi- 
fischer Hemmungseffekt, sondern wohl nur als Wirkung der gesteigerten 
Gesamt-Fettsiurekonzentration (vgl. Abb.4) zu deuten ist. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse wurden bei Extrakten aus Rhiz. tonkinensis 
angetroffen; doch lagen die /)-Werte etwas unter denen von Asp. niger 
und ein Angriff von Capron- und Caprylsiure war nicht mehr mit Sicher- 
heit festzustellen. 

Beim Vergleich des Schimmelpilzenzyms mit dem der hoheren Pflanzen 
ergibt sich als gemeinsam die Bevorzugung der hdheren Fettsiuren 
(FRANKE u. Frense 1954, 1957, Freuse u. Franke 1956). Von den 
Cyg-Siuren bevorzugen manche Pflanzensamen (Kiirbis, Raps, Riibsen) 


die gesittigte, andere (Gramineen, Soja, Lein) die ungesittigten 
6 
Sauren. 
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6. Enzymstabilitat 

Im Laufe der vorausgegangenen Versuche hatte sich immer wieder 
gezeigt, daB die Mycelextrakte wenig stabil waren und relativ rasch ihre 
Aktivitat einbiiBten. Zur genaueren Feststellung wurde ein Extrakt aus 
Rhiz. tonkinensis geteilt und die eine Halfte in einem Wasserbad von 
Raumtemperatur (18°C), die andere in Eiswasser 12 Std aufbewahrt. Die 
Intensitat der Palmitatdehydrierung war nach dieser Zeit bei 0°C auf 
51%, bei 18°C auf 31% des Ausgangswerts abgesunken. In einer weiteren 
Versuchsreihe wurde die zeitliche Abnahme der Aktivitat eines Asp. niger- 
Extrakts bei 0°C gemessen. Sie betrug (gegeniiber Palmitat) : 


nach Stunden | 0 | 2 | 4 6 | 8 12 20 


Prozent i200. G78) osmilities || 76 -|-<4a7. | 50 


Auch die Thermostabilitat des Schimmelpilzenzyms ist gering. Zur Be- 
stimmung der Temperaturempfindlichkeit wurden Extraktproben aus 
Asp. niger jeweils 30 min lang auf resp. 35, 40, 45 und 50°C im Wasser- 
bad erwarmt und anschlieBend die Aktivitat wie tblich bei 30°C er- 
mittelt. Das Ergebnis des Versuchs zeigt Abb. 6. Die ,, Tétungstemperatur‘‘ 
nach der Definition v. EuLERs (1925) ergab sich — an Oleat gepriift — 
zu nur 43° C, wahrend z. B. die Gersten- 


= ce 700 
, lipodehydrase‘ den Wert von 57° C auf- Ne, 
gewiesen hatte (FRANKE u. FREHSE 1954). 60 
BS 
fs ris S 00 
7. Verhalten ber Dialyse ; ON 
Reaktivierungsversuche 2 0 \ 
: ! 
ae , | 
Der Aktivitatsverlust beim Altern von 20 
Enzyml6osungen konnte entweder auf eine ; (Grr eed 
Schadigung des Apoferments oder eine GB BOW FOU 
Inaktivierung etwa notwendiger  Co- Abb. 6. Temperatureinflub auf die 
i ma ° Stabilitdét des oleatdehydrierenden 
faktoren zuriickgehen. Zur Klarung dieser SiS aun Aah niger" 
i iz. ki- Gestrichelte Linien zur Ermittlung 
Frage wurde ein Extrakt aus Rhiz. ton cr hl ae 


nensis im Kihlraum bei 5°C gegen dest. 
Wasser dialysiert und nach 2 und 4 Std die Aktivitat gegen Palmitat 
und Oleat bestimmt. Ein Kontrollansatz, der nur bei 5° C gehalten, aber 
nicht dialysiert wurde, lief mit. Da bei der Dialyse eine sehr starke Akti- 
vitdtsabnahme eintrat, die fiir Coenzymverlust sprach, wurde den dialy- 
sierten Ansitzen — nach Erfahrungen bei der Palmitatdehydrase der 
ErdnuB (FRANKE u. HEINEN 1958b) — zunichst DPN (Codehydrase I) 
zugesetzt. Das Resultat dieser Versuchsreihe ist in Tab.6 enthalten. 

Es ist zu bemerken, da8 Palmitat- und Oleat-Dehydrierung sich 
hinsichtlich In- und Reaktivierung vollstandig gleichartig verhalten, was 
nicht selbstverstandlich ist, da im Pflanzensamen nur die Palmitat-, nicht 
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die Oleat- (und Linolat-)Dehydrierung DPN-abhangig ist (FRANKE u. 
Hernen 1958b). DPN-Zugabe bewirkt sowohl nach 2 wie nach 4 Std 
nahezu vollstindige Reaktivierung in den dialysierten Ansatzen, wenn 
man beriicksichtigt, da® auch der nicht dialysierte Extrakt nach 4 Std 
nur noch 90%, der Ausgangsaktivitét besaB. Es ist allerdings nicht be- 
wiesen, da® sich dieser Aktivitatsverlust von 10% nur auf das Apo- 
ferment bezog. 


Tabelle 6. Aktivitdtsverlust eines Extrakts aus Rhiz. tonkinensis bei der Dialyse und 
Reaktivierungsversuch mit DPN 


eee rk aes mi Substrat to t T ff % Io Zusatz 
Krisch, se4u.-) oe =) eealm-93 19 3,9 1,26 
OLS. 78 | 94 | a8 | 0,91 | 10 a 
2 Std dialysiert. . . Palm.-S. 90 45 1 a b 0,36 28 | mh 
OLS. 56 | 0,69 | 0,22 | 24 
Palm.-8. | 35 14 | 3,8 | 1,22 | 96 | 170yg 
OLS. 17 | 2,6 | 0,84 | 92 DPN 
4 Std dialysiert. . . | Palm.-S. 240 86 | 0,74 | 0,24 ‘ie 
OLS. 105 | 0,53 | 0,17 190) |Web a 
Palm.-8. en 97°32 PHS 68. 170 %e 
OLS. SopalWot 0,81 88 DPN 
4 Std aufbewahrt. . | Palm-S. | 1.9 25 | 3,45 | 1,12 | 89 | 
OL-S. 32 |. 2,55 | 0,82.| 90 a 


Zur weitergehenden und dabei méglichst schonenden Entfernung von 
Cofaktoren wurde an einem Asp. niger-Extrakt eine 6stiindige ,,Intensiv- 
dialyse“ (S. 360) bei 5°C durchgefiihrt und anschlieBend die Aktivitat 
ohne und mit DPN-Zusatz (150 wg) gepriift (Tab.7). 


Tabelle 7. Fettsiurehydrierung durch Asp. niger-Extrakt nach 6 stiindiger 
Intensivdialyse ohne und mit Cofaktoren-Zusatz 


se PY x 
Enzymlésung Zusitze 


Substrat 


(Tr.-gew. 8,6 mg) DPNI CoA ATP | Mg:: | GSH 
frisch Palm.-S. 9 | 9,5 1,10 
STAs saya | OI Basten oP Pa fea ah tate 20, 88 0d ee beseech ia 
Nach 6 Stdn | Palm.-8.}15, | 94 | 0,30 | 0,035] 3 dion 
eae O1-8. 90) 1440:34.5 140:04.0)| feb yli tam lh cite aes |e a 
ialyse a bie a x 7 
eS Palm.-S.| , | 28 | 2,2 | 0,26 | 23 

OLS. 83.1 w1{GguhiOil Ou. sO sagt le aeT Nhbealees 

Palm.-S.} ._ | 11 | 6,4 | 0,75 | 68 

OLS. 12) | 68/02 058.1566) 8 belen Tele tall ti dee 


' Mengen (in wg): 150 DPN, 400 CoA, 1000 ATP, 150 Mg::, 300 GSH. 
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Wie ersichtlich, ist die Aktivitat nach der Intensivdialyse auf wenige 
Prozente des Ausgangswerts abgesunken. Zusatz von DPN allein reakti- 
viert aber nur mehr zu rund 22°. Daher wurde (letzte Doppelreihe 
der Tab.7) auch die Wirkung weiterer, bei Fettsiuredehydrasen tierischer 
(vgl. Green 1954) oder pflanzlicher Herkunft (Mitochondrien, SrumPr 
u. BARBER 1956) bendtigter Cofaktoren gepriift, wobei die Dosierung in 
Anlehnung an Mri u. Green (1954), bei SH-Glutathion an STumPrF u. 
BARBER (1956) erfolgte. Der Reaktivierungsgrad erhoht sich nunmehr 


Tabelle 8. Wirkung verschiedener Cofaktoren auf die Fettsiuredehydrierung durch 
Asp. niger-Extrakt nach 3 stiindiger Intensivdialyse 


ZLusitze 


Enzymlosung 


(Tr.-Gew. 8,9 mg) | Substrat ex DPN] Coa | ATP | Mg:: | GSH 

ea. bet }=|a|s |e} |—|—|-|-|- 

Nach 3 Stdn | paim.-S. 58] 1,0 | 0,12 | 13 

pene ors. |!49 | 63 | 0,87 | 0,10 | 12 
aetna (ee fs|—l+[+]*|+ 
pins nof2t|20 [oa |28hma| ||| 
pas loo|a] ot [em le +|—[+] +] 
ors, || i3| 62 [or ler] +{+]—| +] + 
pans ln] itl ne ow atl || +|—[4+ 
Ore {27 ti] ra | ogo fre | +] +) +) + | 
pans] oo[i9] te [ose fies [+|+]+]+ 


auf rund 67% des Ausgangswerts. Der Wert ist unsicher. Bei Beriick- 
sichtigung des verkiirzten f,-Werts im Coenzymansatz wiirde er sich 
nach Abb.1 (S. 362) um fast 1/; reduzieren, was jedoch bei Inter- 
pretation des Alterungsverlusts (S. 371) als reinen Apofermentdefekts 
praktisch wieder kompensiert wiirde. 

Da nach diesem Versuch eine Schadigung des Apoenzyms wahrschein- 
lich war, wurde in einer weiteren Versuchsreihe nur 3stiindige Intensiv- 
dialyse bei 5°C angewandt. In einem Ansatz wurden samtliche Cofaktoren 
(in der in Tab.7 angegebenen Menge) zugesetzt, in den tibrigen Reakti- 
vierungsansatzen jeweils einer weggelassen; alternativ fiir DPN wurde 
auch TPN gepriift. Tab.8 orientiert tiber das Ergebnis. 
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Der Tabelle la8t sich entnehmen, daB nach 3stiindiger Intensivdialyse, 
die einen fast 90% igen Aktivitaétsverlust bewirkt, durch Zusatz der Co- 
faktoren eine vollstiindige Reaktivierung der Fettsauredehydrierung er- 
reichbar ist. Den relativ groBten Effekt hat der DPN-Zusatz, wihrend 
Mg:: und SH-Glutathion (letzteres gewohnlich als Schutz fur die SH- 
Form von CoA zugesetzt) hier nahezu wirkungslos sind. DPN kann 
nicht durch TPN ersetzt werden. 

Da {, sich in dieser Versuchsreihe nur um maximal 22% gegeniiber 
dem Ausgangsversuch verkiirzt, diirfte die entsprechende ,,Schein- 
aktivierung“’ nach Abb. 1 bei 10% liegen; die etwas zu hohen Werte fiir 
°/ [ der letzten Reihen finden so wohl ihre Erklarung. 


8. Orientierende Reinigungsversuche 
a) Acetonfdllung 


Dieses bei Oxydationsfermenten aus Schimmelpilzen bisweilen zur 
Anreicherung und Gewinnung von Trockenpraparaten brauchbare Ver- 
fahren (vgl. z. B. FraNKE u. DEFFNER 1939, FRANKE u. KrrieG 1952) 
hatte im vorliegenden Falle keinen Erfolg. Ein Asp. niger-Extrakt wurde 
bei —5° C unter Riihren vorsichtig mit dem gleichen Volumen vorge- 
kihlten Acetons versetzt, wobei die Temperatur nicht tiber + 4° C an- 
stieg. Die Priifung der abzentrifugierten und wieder gelésten Fallung 
ergab einen rund 70°% igen Aktivitatsverlust gegentiber dem Rohextrakt, 
selbst in Gegenwart aller Cofaktoren. Immerhin hatte das Trocken- 
praparat nach 3 Wochen langer Aufbewahrung bei 5° C noch rund 3/, 
seiner urspriinglichen Aktivitat. 


b) Ammonsulfatfallung 

Es wurden zwei Versuche bei 70 und bei 80°% iger Sattigung eines Asp. 
niger-EXxtrakts mit festem Ammonsulfat ausgefiihrt. Die in Wasser auf- 
genommenen Fallungen waren als solche fast inaktiv, lieBen sich aber 
durch Zusatz der iiblichen Cofaktoren weitgehend reaktivieren. Mit einer 
Anreicherung war die Fillung jedoch in keinem Fall verbunden; die J)- 
Werte der komplettierten Lésungen erreichten nur 2/,—*/, des Ausgangs- 
werts. Immerhin zeichneten sich die Lésungen dieser Ammonsulfat- 
fallungen durch auBergewohnlich hohe f)-Werte aus, so daB einwandfreie 
Reaktivierungseffekte erhalten werden konnten. Tab.9 zeigt das Ergeb- 
nis des Reaktivierungsversuchs mit der 80° igen Ammonsulfatfillung im 
wesentlichen in der Anordnung der Tab. 8. Mg: und SH-Glutathion wur- 
den, da auch hier unwirksam, in der Aufstellung weggelassen. In der 
3. Doppelreihe ist ein Versuch mit DPN-Zusatz allein verzeichnet. Die 
Zusatzmengen entsprachen denen von Tab.7. 

Bis auf die hier unvollstandige Reaktivierung entspricht das Resultag 
vollkommen demjenigen der Tab.8. Ob zu vollstandiger Reaktivierunt 
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Fallung bei noch hoherer Ammonsulfatkonzentration oder Fallung unter 
besonderen, die Apofermente schonenden Bedingungen erforderlich ist, 
bedarf weiterer Untersuchungen. 


Tabelle 9. Hinflup verschiedener Cofaktoren auf die Fettstiuredehydrierung durch eine 
Ammonsulfatfallung (80% Séttigung) von Asp. niger-Extrakt 


ee 
Enzymlésung Substrat to t I Io % Io eg 
DPN] CoA | ATP 
Rohextrakt Palm.-S. 57 8 | 10,7 1,46 
(Tr.-gew.7,35mg/ml) | OLS. aE OW GOCE 1.255] Geul caawk 7 lms 
Ammonsulfatfallung | Palm.-S.|_ 4, [400 | 0,25] 0,03 | 2 ; 
(Tr.gew.7,61mg/ml) | O18. {7° |400 | 0,25] 0,03 | 2} | — | — 
Palme 25 | 4,0 | 0,53 | 36 
Oi Melee ol BS.65:100,465| 38iih il we tee 
Palm.-S.|_ 5 | 29] 3.45 | 0.45 | 31 
Olas l= $3) |-3.05.1.0.40.| 22;|— hata 
Palm.-§8. 16} 6,2 0,82 | 56 
Ors. |>8}o1] 47 | 062] 501 > | 17> 
Pals! 14 | 7,2 | 0,94 | 65 
Oram (2 0 Me | 6.95 | 0.89 | 68 | i 
Palmec) 12 | 3,1 | 1,06 | 73 
OLS. OO ler 1541 0.048 Tota ee 


Diskussion 

Der erstmals in Schimmelpilzen erbrachte Nachweis von Fettsaure- 
dehydrasen bietet in mehrfacher Hinsicht Interesse. Quantitative Be- 
ziehungen zur lange bekannten und neuerdings (vgl. I. Mitteilung) ver- 
breiteter nachgewiesenen Methylketonbildung durch Schimmelpilze 
bestehen nicht. Auffallenderweise werden die eigentlichen Nahrungsfett- 
siuren (C,, und C,,) am leichtesten dehydriert, wahrend gerade aus diesen 
keine Methylketonbildung mehr erfolgt (Literatur s. I. Mitteilung). Wahr- 
scheinlich fallt die Decarboxylierung der entsprechenden /-Ketocarbon- 
sduren nicht mehr in den Spezifitatsbereich der (in verschiedenen 
Penicillien wahrscheinlich gemachten) 6-Ketodecarboxylase fiir Séuren 
mittlerer Kettenlinge (KARRER u. Haap 1948). Diese Vermutung wird 
zur Zeit niher gepriift und scheint sich zu bestatigen. 

Im Gegensatz zu der auf héhere gesattigte Fettsauren eingestellten 
Palmitatdehydrase der ErdnuBsamen (wahrscheinlich in den Mikrosomen 
lokalisiert), die nur DPN bendtigt (FRANKE u. Hurnen 1958b), und zu 
der davon verschiedenen Oleat- und Linolatdehydrase der Erdnu8 und 
der Gerste, die tiberhaupt kein dissociables Coenzym benotigen (FRANKE 
u. Hernen 1958b), braucht das Schimmelpilzenzym zur vollen Aktivi- 
tat DPN, CoA und ATP, und zwar sowohl fiir die Dehydrierung von 
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Palmitat als auch von Oleat. Ob es sich dabei um ein oder zwei En- 
zvme handelt, ist noch nicht sicher entschieden; von dem Befund 
eines variierenden quantitativen Verhiltnisses von Palmitat- zu 
Oleatdehydrierung in verschiedenen Schimmelpilzen (S. 367) abgesehen 
sprechen die experimentellen Tatsachen eher fiir das Vorliegen eines 
Enzyms. 

Beziiglich des Cofaktorenbedarfs ist das Schimmelpilzferment den bis- 
her bekannten tierischen (vgl. Ubersicht bei LyYNEN 1955) und bakteriellen 
Fettsiuredehydrasen (vgl. FRANKE u. FREHSE 1957) an die Seite zu 
stellen, wahrscheinlich auch dem pflanzlichen Mitochondrienenzym, was 
jedoch wegen der im letzteren Falle ganz abweichenden Untersuchungs- 
methodik (oxydative C™O,-Bestimmung aus markierten Fettsaéuren, 
Srumpr u. BarRBER 1956) nicht sicher zu sagen ist. Es handelt sich beim 
Schimmelpilzferment also eigentlich um ein Fermentsystem. Die ersten 
Phasen des Fettséureangriffs erfolgen héchstwahrscheinlich nach dem 
Schema: 


ATP+CoA—SH+ —CH,—CH,—COOH 


Carboxylat-thiokinase | (,,aktivierendes Enzym‘*) 


‘ —2H 
AMP + PP + —CH,—CH,-CO—S0oA 455 Grae? 


CH=CH—CO—SCoA 


Die bisher naiher untersuchten (tierischen) Acyldehydrasen sind Flavin- 
Proteide, zam Teil mit Kupfer- oder (problematischem) Eisengehalt 
(MAHLER 1954, 1956; Crane, Mir, HAvGE, GREEN u. BEINERT 1956). Bei 
ihrer Reaktion mit Acceptoren schiebt sich noch ein ,,elektronentiber- 
tragendes Flavin-Proteid dazwischen (CRANE u. BEINERT 1956). Unsere 
Versuche sagen nichts aus tiber einen eventuellen Flavingehalt des wirk- 
samen Fermentsystems. Auffallend ist indes, daB in unseren Versuchen 
an (durch Dialyse oder Ammonsulfatfillung) inaktivierten Ferment- 
praparaten stets DPN zur Reaktivierung notwendig war; in kurz- 
dauernden Dialyseversuchen war sogar mit DPN allein praktisch voll- 
stiindige Reaktivierung zu erzielen (S. 372). 

Drei Deutungsmoglichkeiten scheinen gegeben: 1. die Acyldehydrase 
der Schimmelpilze ist ein dissoziables Pyridin-Proteid; 2. in den 
Schimmelpilz-Extrakten finden sich nebeneinander ein Enzym vom 
»Mikrosomentyp und vom ,,Mitochondrientyp’; 3. DPN greift erst 
spater, nach enzymatischer Hydratisierung der ungesittigten Siure zur 
p-Oxysiure (durch eine ,,Enoylhydratase‘'), als Coenzym der fp-Oxyacyl- 
dehydrase (vgl. Wakit, Green, Mir u. MAHLER 1954), ein. 

Im letztgenannten Falle hat eine Reaktivierung durch DPN-Zusatz 
zur Voraussetzung, dafs das die primdre Dehydrierung in gewissem Um- 
fang abléuft. Zweifellos ist bei unseren relativ kurzdauernden Dialyse- 
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versuchen keine vollstandige Entfernung von CoA und ATP erfolet. Kher 
diirfte dies in den Versuchen mit Ammonsulfatfallungen (vgl. Tab.9) 
der Fall sein. Trotzdem erfolgt auch dort mit DPN allein eine relativ 
betrachtliche Reaktivierung. Dies laBt den dritten Deutungsversuch zu- 
nachst weniger wahrscheinlich erscheinen. Doch kénnen erst weitere Ver- 
suche zur Auftrennung des komplexen Enzymsystems der Pilzextrakte 
Klarheit schaffen. 


Zusammenfassung 


1. In Schimmelpilz-Extrakten sowohl von guten als auch schlechten 
Methylketonbildnern wurden Fettsiuredehydrasen nach der Thunberg- 
Methodik nachgewiesen. Thre Aktivitaét laBt sich durch Ziichtung der 
Pilze in Nahrlésungen mit Zusatz von Tween oder Fettsaure + Tween stei- 
gern. Sie sind auch in mitochondrienfreien Extrakten enthalten. 

2. Optimale Substrate sind Palmitin-, Stearin- und Olsdure. Niedere 
Fettsauren werden schlecht, Linolsiure nicht angegriffen. Das py-Opti- 
mum liegt zwischen 6,5 und 7. 

3. Es handelt sich um sehr labile Enzyme, die ihre Wirkung in Losung 
rasch verlieren, insbesondere bei etwas erhéhter T'emperatur. 

4. Dialysierte Losungen wie auch wieder geloste Ammonsulfatfallungen 
zeigen unter Umstinden fast keine Wirkung mehr. Durch Zusatz von 
DPN, CoA und ATP ist weitgehende bis vollstandige Reaktivierung 
moglich. 

5. Bei den Fettsiuredehydrasen der Schimmelpilze handelt es sich um 
komplexe Enzymsysteme; wahrscheinlich geht die Dehydrierung ahnlich 
wie in tierischen und Bakterienzellen ganz oder zum gréferen Teil tiber 
die Coenzym A-Derivate der Fettsiuren. Ungeklart und neuartig ist die 
Rolle des DPN im Enzymsystem der Schimmelpilze ; Méglichkeiten seiner 
Reaktion werden diskutiert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sachbeihilfe, dem 
Verband der Chemischen Industrie fiir Mittel zur Literaturbeschaffung. 
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Der Feinbau der Plastiden von Rhopalocystis oleifera* 


Von 
BRUNO SCHUSSNIG 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 31. Mai 1958) 


In meiner vorlaiufigen Mitteilung iiber diese neue Chlorococcalen- 
Gattung (Scuussnig 1955)! ging ich auch kurz, auf Grund meiner Beob- 
achtungen mit dem Licht- und dem Phasenkontrastmikroskop, auf die 
Struktur der Plastiden ein. Ich schrieb damals, ,,da8 im Phasenkontrast- 
licht die lamellare Feinstruktur des Chromatophors zu erkennen ist (I. c., 
8. 448, Abb. 1, Fig. 4; Abb. 6). Das Phasenkontrastlicht laBt auch er- 
kennen, daB Grana nicht vorhanden sind ...“. Ein weiterer Anhalts- 
punkt fiir diese Anschauung ergab sich beim Nachweis der Stromastarke 
und ich sagte dort (I. c. S. 451): ,,Kine Priifung im Phasenkontrastlicht 
14Bt die Vorstellung zu, daB die Kérnchen der Stromastarke zwischen den 
Lamellen der Plastidensubstanz eingelagert sind. Man gewinnt den Ein- 
druck, daB die Lamellen an den Stellen, an denen die Starkekornchen 
kondensiert werden, etwas auseinanderweichen (l.c. Abb. 1, Fig. 4; 
Abb. 6). Das ergibt ein Bild, das bei fliichtiger Beobachtung eine Grana- 
struktur vortaéuscht. Wie gesagt aber, sind Grana, bei 2025facher Ver- 
grdBerung im normalen und Phasenkontrastbild, nicht auszunehmen.* 

Nichts lag daher naher, als diese vorlaéufigen Befunde einer elektronen- 
mikroskopischen Uberpriifung zu unterziehen?. 

Ich kann gleich hier vorausschicken, daB dadurch meine oben aus- 
gesprochenen Vermutungen bestitigt wurden. An Hand einiger Bilder 
moégen im folgenden die erzielten Ergebnisse besprochen werden. 

In Abb. 1 ist ein Fragment eines Lingsschnittes durch die Zelle bei 
33000facher VergréBerung wiedergegeben. In diesem Schnitt sind auBer 
den peripheren Plastidenréndern der Zellkern (Abb. 1, 3) und das 


* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. RIcHARD HarpER zu seinem siebzigsten Geburtstag in 
aufrichtiger Verehrung gewidmet. 

1 Inzwischen wurde diese Alge cytologisch und entwicklungsgeschichtlich von 
meinem Schiiler Lornar TAumEr eingehend untersucht; seine Ergebnisse werden 
anderwarts verOffentlicht werden. 

2 Dem Direktor des Instituts fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie der 
Deutschen Akademie der Wissenschaften in Jena, Herrn Prof. Dr. H. Knot, 
mochte ich gleich an dieser Stelle fiir die Erlaubnis, diese Untersuchungen in seinem 
Institut durchfiihren zu kénnen, meinen Dank abstatten. Zu besonderem Dank bin 
ich Herrn Dr. Nrktow1vz fiir die sachkundige Herstellung der Ultradiinnschnitte 
und der elektronenmikroskopischen Aufnahmen verpflichtet. 
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Pyrenoid (Abb. 1, 4) getroffen. Letzteres liegt in einem Lappen des 
Chloroplasten eingebettet. Links oben, beim Pfeil 1, ist ein langlicher 


P) J 2 " : ie 
- 7 z 
Eee LA Malika Fragment eines Lingsschnittes durch die Zelle. Vergr. 33000. 
ifn base " Se conga nee 3 Einkerbung, 3” schnabelférmiger Fortsatz desselben, 
} ; eee 4 I Ke, ; I yrenoidstiirke, 7 Mitochondrien, 7’ und 7” Teilungsstadien, 
Metaphosphat, 9 osmiophile Granula. (Aufnahme Dr. NIKLOWITZ) 
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heller Raum sichtbar, welcher einen Teil des Cytoplasmas darstellt. Ein 
Strukturbild eines gréBeren Cytoplasma-Raumes ist in Abb. 3, 1 wieder- 
gegeben. Die reticulare Textur des Grundplasmas ist deutlich zu er- 
kennen, Tubuli-artige Elemente sind ebenfalls wahrzunehmen. Schon an 
dieser Aufnahme sieht man die laminare Struktur der Plastiden, wobei, 
ahnlich wie bei Chlamydomonas reinhardi (SAGER u. PALADE 1954), 
Chlorella pyrenoidosa (ALBERTSON u. Levon 1954), Huglena gracilis var. 
bacillaris (WOLKEN u. PaLaDE 1953), Ankistrodesmus braunii (STEFFEN 
u. WALTER 1955) u. a., die grundsatzlich flachenparallele Lagerung der 
Lamellen deutlich zu erkennen ist. Die Abstande zwischen den Lamellen 
sind nicht ganz gleichmaBig, sondern die Lamellen zeigen, vorausgesetzt, 
daB es sich nicht um ein Praparationsartefakt handelt, eine Neigung zur 
Biindelung, oder richtiger gesagt, zur Bildung von Lamellenlagen, 
zwischen denen ein etwas weiterer Abstand als zwischen den einzelnen 
Lamellen selbst entsteht. Die langlichen, hell erscheinenden Lacunen 
zeigen die Orte an, in denen die stromatischen Starkekérnchen gelegen 
sind (Abb. 1,5; Abb. 2, 4; Abb. 8, 3). Offenbar werden diese Starke- 
kornchen bei der praparativen Vorbehandlung herausgelést, da in den 
Lacunen keine wie immer geartete Struktur wahrzunehmen ist. Hs zeigt 
sich somit, daB die Stromastarke zwischen den Lamellen kondensiert 
wird und da die Lamellen diesen Kondensationsorten ausweichen. 
Ferner sieht man, da in den Lacunen Reste der globularen Stroma- 
substanz enthalten sind, was bei 53000facher Vergr6Berung in Abb. 2, 4 
noch deutlicher zum Vorschein kommt. In diesen stromatischen Inseln 
liegen kleine osmiophile Granula, entweder in unmittelbarer Nachbar- 
schaft der Stirkekérner oder auch fiir sich allein, eingeschlossen (siehe 
Abb. 1, 9; Abb. 2, 5; Abb. 3, 5). Die Osmiophilie dieser Granula deutet 
auf ihren Lipoidgehalt hin. Daf in den Plastiden eine Lipoidkomponente 
enthalten ist, geht aus den verschiedensten Analysen hervor, doch ist 
diese molekular eingebaut und somit lamellar angeordnet. Es fragt sich 
daher, ob das Vorhandensein der im elektronenmikroskopischen Bild in 
Erscheinung tretenden Granula dem Nativzustand entspricht, oder ob es 
sich vielleicht um eine praparative Ausfillung handelt. Diese Frage ist 
schwer zu beantworten, weil ein mikrochemischer Nachweis dieser nur 
10—20 my in der Breite und 30—50 my in der Lange messenden Granula 
im Lichtmikroskop nicht méglich ist. Auch eine diffuse Rotfairbung bei 
Zusatz von Sudan IT war nicht zu erkennen, Demgegentiber muB aber 
hervorgehoben werden, daf diese in Rede stehenden osmiophilen 
Kérnchen in allen Schnitten durch die Plastiden, in der angegebenen 
Lokalisierung, sichtbar sind. 

In Abb. 2 ist ein Ausschnitt aus der Aufnahme in Abb. 1 bei 
53000facher VergroBerung wiedergegeben. Betrachtet man hier die 


Laminae genauer (Abb. 2, 2), so nimmt man wahr, daB® sie mindestens aus 
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zwei Lamellen aufgebaut sind. Das Bild erinnert an die Lamellen von 
Poteriochromonas, bei denen WOLKEN u. PaLapDE (1953) auch zwei dichte, 


Ne oN 


& * 
a at as 


Abb. 1 bei 53000facher Vergré c 

ripeness ; D0 fe rgroBherung. 1 Zellkern, 

Plastide, 3 Mitochondrien, 4 Stromastiirke, 5 osmiophile Granula, 6 Peristromium. 
(Aufnahme Dr. NIKLOWITz) 
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Abb. 2. Rhopalocystis oleifera. Bin Teil der 
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60—100 A dicke Schichten, zu beiden Seiten einer zentralen helleren 
Schicht, festgestellt haben. Eine ahnliche zusammengesetzte Struktur 


*%, 


eines schiefen Lingsschnittes. VergréBerung 23000. 
4 Mitochondrion, 5 stromatische Zwischensubstanz in der 
6 Metaphosphat. (Aufnahme Dr. NIKLOWITZ) 


Abb. 3. Rhopalocystis oleifera. Fragment 
1 Cytoplasma, 2 Plastide, 3 Stromastarke, 
Plastide, mit osmiophilen Granulis, 


Manton (1955) in den Plastiden von Synura 


der Lamellen hat auch u.a. 
locystis betrigt die Dicke der 


caroliniana nachgewiesen. Auch bei Rhopa. 
Laminae etwa 100 AG 
Arch, Mikrobiol., Bd. 31 
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Nach aufen hin, d.h. gegen die Innenfliche der Zellmembran zu, 
erscheint die Abgrenzung der Plastiden nicht ganz scharf; eine deutlich 
ausdifferenzierte Plastidenmembran tritt in den vorliegenden elektronen- 
mikroskopischen Bildern nicht in Erscheinung. Dagegen zeigt Abb. 1 und 
Abb. 2, 6 einen schmalen globularen Saum an der Peripherie des Chloro- 
plasten, den man mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit als das Peri- 
stromium ansehen darf. An dieses Peristromium grenzen unmittelbar die 
AuBeren Lamellen der Plastiden an. Grana sind nicht vorhanden, in Uber- 
einstimmung mit der Mehrzahl der bisherigen Befunde an Algenchromato- 
phoren, von denen die von Spirogyra eine Ausnahme machen (BUTTER- 
FASS 1957). Der Chloroplast zeigt eine flaichenparallele Laminarstruktur, 
die weitgehend dem Prinzip eines idealen Wienerschen Schichtenmisch- 
kérpers entspricht. Die Algenchromatophoren besitzen somit im all- 
gemeinen eine primitivere Feinstruktur als die der héheren Pflanzen. Die 
Granabildung bei den letzteren darf als eine sekundare, evolutive Aus- 
differenzierung innerhalb des Plastidenkérpers der Bliitenpflanzen auf- 
gefaBt werden. Ein weiterer Unterschied besteht ferner darin, daf die 
genetische Kontinuitaét der Plastiden bei den Algen, sowohl im soma- 
tischen als auch im reproduktiven Anteil derselben, gewahrt ist. Die Ver- 
mehrung der Algenplastiden erfolgt von den embryonalen Stadien 
(Schwarmzellen, Gameten, Kizellen, Cysten usw.) an durch Reduplikation. 
Proplastiden sind bei Algen bisher nicht festgestellt worden, da auch in 
den Zellen der Vegetationspunkte stets reduplikationsfahige Plastiden 
von Anfang an vorhanden sind?!. Diesen Feststellungen darf wohl 
eine phylogenetische Bedeutung zugesprochen werden. 

In Abb. 1, 4 ist ferner das Pyrenoid, umgeben von grofen Lacunen 
sichtbar, welche die Stellen anzeigen, wo sich die Stirkekalotten befun- 
den haben (Abb. 1, 6). Unmittelbar an die Stirkehiille grenzt eine in der 
Breite schwankende Stromaschicht, in welcher auch wieder die oben 
erwahnten osmiophilen Granula enthalten sind. Erst dann folgen die 
Lamellen, die dem Pyrenoid ausweichen. Das Innere des Pyrenoids, der 
Pyrenophor, zeigt keine laminare Struktur, sondern eine aAhnliche 
Beschaffenheit wie das Stroma. Im ersten Augenblick wiirde man von 
einer globuliren Struktur sprechen, bei genauerem Zusehen jedoch 
gewahrt man, daB die Pyrenophorsubstanz von ganz zarten Fibrillen 
durchzogen ist. Diese haben mit den Lamellen der Plastide nichts zu tun, 
obwohl es mitunter vorkommt, daB einzelne Lamellen den Pyrenophor 
durchzichen. Soweit die relativ schwache VergréRerung der Abb.1 es 
gestattet, ist man geneigt, diese Fibrillen etwa mit den Cytonemata von 
STRUGGER in Vergleich zu ziehen. In einigen Aufnahmen traten weiterhin 
Strukturen in Erscheinung, wie sie SaquR u. PALADE (1954) fiir die 


ie ear S os 4rG : . ; 
Burrerrass (1957) versucht die Karyoide von Spirogyra mit dem Primar- 
granum der Angiospermen in Beziehung zu bringen. 
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Pyrenoide von Chlamydomonas reinhardi beschrieben und als ,,pyrenoid 
tubuli bezeichnet haben. In den mir verfiigbaren Praparaten waren 
diese Strukturen zu selten, um allgemeine Schliisse daraus ziehen zu 
konnen. Sie sollen hier, der Vollstandigkeit halber, nur registriert 
werden. 

Nach dem hier Gesagten handelt es sich um einen nicht-laminaten 
Pyrenophor, dessen Substanz wahrscheinlich mit der des Stromas 
identisch sein diirfte. Die Pyrenophor-Substanz erscheint jedoch etwas 
dichter als die des Stromas und des Peristromiums und diirfte aller 
Wabhrscheinlichkeit nach keine globulaére sondern eine fibrillare Textur 
haben. Abgesehen von diesem letzteren Umstande stimmt das elektronen- 
mikroskopische Bild des Pyrenoids von Rhopalocystis weitgehend mit 
dem von Chlamydomonas, Chlorella, Enteromorpha und Cladophora 
iiberein. Hingegen scheinen die Pyrenoide der Conjugaten (Spirogyra, 
Closterium) nach Leyon (1954) und kiirzlich auch nach BurTERFass 
(1957) eine laminate Substruktur zu besitzen. Ahnliches geben auch 
WoLKEN u. PaLapE (1953) fiir die Pyrenophoren von Huglena an. Sollten 
diese Unterschiede, auf breiterer Basis ermittelt, eine Bestatigung finden, 
so lige darin ein Merkmal vor, welches systematisch gewertet werden 
konnte. 

Die in Abb.1,8 sichtbaren dunklen Kérper stellen Metaphosphate dar, 
welche in den Zellen von Rhopalocystis in reichen Mengen vorhanden 
sind. Die Aufhellungen im Metaphosphatkérper neben dem Pyrenoid 
entstehen infolge Sublimierung bei staérkerer und langerer Durchstrah- 
lung. Bei linger andauernder Beobachtung kann die Substanz bis auf 
einen scharf gezeichneten, Ring verschwinden. 

Die dieser Ver6ffentlichung beigefiigten Abbildungen sind auch 
deswegen von Interesse, weil sie noch 2 weitere Zellbestandteile, namlich 
den Kern und die Mitochondrien, zeigen. Letztere sind namentlich in dem 
Cytoplasmabezirk zwischen den Chromatophorenlappen, unterhalb des 
Zellkerns, sichtbar (Abb.1, 7). Aus den cytochemischen Untersuchungen 
ist bekannt, daB sich die Mitochondrien in groRerer Zahlauchum den Kern 
lagern. Dies stimmt mit dem vorliegenden elektronenmikroskopischen 
Bild gut tiberein. Sie liegen aber auch in dem cytoplasmatischen Raum 
unterhalb des Pyrenoids (Abb. 1, 7). Schon bei 33000 facher VergroBerung 
ist zu erkennen, daB die Mitochondrien eine langliche Gestalt, mit ver- 
jiingten Enden, haben. Die Grobe schwankt zwischen 400—800 my in 
der Lange und 40—50 my in der Breite, was mit den Befunden im Licht- 
mikroskop, nach Farbung mit Janusgrin, iibereinstimmt. Bei starkerer 
VergroBerung (Abb.2, 3) ist eine einkonturige Membran deutlich zu 
erkennen. Im Innern des Mitochondrions nimmt man eine Langsstruktur 
wahr, die offenbar aus lingsgerichteten, doppelkonturigen Balken be- 
steht. Nicht selten ist ungefihr in der Mitte ein dunkles Korn sichtbar, 
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iiber dessen Bedeutung im Augenblick nichts ausgesagt werden kann. An 
2 Stellen der Abb.1, 7’ u. 7” sind hantelférmige Figuren sichtbar, die 
offenbar Teilungsstadien von Mitochondrien vorstellen. 

Die Lingsorientierung der Balken (microvilli) oder Rohren? (tubuli ?) 
diirfte fiir pflanzliche Mitochondrien charakteristisch sein. Letzthin 
haben GrEENWoopD, Manton u. CLARKE (1957) auch fiir die Mito- 
chondrien in den Synzoosporen von Vaucheria eine ahnliche Feinstruktur 
elektronenoptisch festgestellt. Es darf daher, vergleichsweise, darauf 
hingewiesen werden, daB bisher nur bei Huglena Mitochondrien von 
tierischem Typus, d.h. mit quergestellten cristae, vorgefunden wurden 
(WoLKEN u. PaLapE 1953). Die Euglenomonadinen nehmen auch sonst 
eine Sonderstellung im System der Protophyten ein. Eine VergréBerung 
der aktiven Oberflachen innerhalb des Mitochondrions wird aber so 
und so erreicht. 

Der Zellkern, der in der lebenden Zelle bei gew6hnlichem und bei 
Phakolicht als ein scharf umgrenztes kugeliges Gebilde in Erscheinung 
tritt, hat, wie aus Abb.1, 3 und 2, 2 ersichtlich, bei der Préparation fiir 
die elektronenmikroskopische Aufnahme merkbare Deformationen 
erlitten. In unserem Bilde tritt er uns als ein langgestrecktes Gebilde 
entgegen, welches auf der linken Seite eine tiefe Einkerbung (Abb. 1, 3’) 
aufweist und dessen unteres Ende schnabelférmig vorgezogen ist 
(Abb.1, 3’’). Dieser Fortsatz wird zu beiden Seiten von den Mito- 
chondrien flankiert (Abb. 1, 7 u. 2, 3). In beiden Abbildungen, deutlicher 
noch in Abb. 2, laBt sich die doppeltkonturierte Kernmembran erkennen. 
Im Augenblick der Fixierung befand sich dieser Kern in der inter- 
kinetischen Phase, woraus sich seine gleichmaBige leptonische Strukturie- 
rung erklart. Im ersten Aspekt gewinnt man den Eindruck einer granu- 
laren Struktur, doch bei genauerer Betrachtung stellt man fest, daB es 
sich um ein dichtes Knauel feinster Fibrillen handelt, deren gewundener 
Verlauf stellenweise deutlich hervortritt. Diese Fibrillen zeigen eine 
molekulare Sequenz und ihr paralleler Verlauf ist an vielen Stellen zu 
erkennen. Ob es sich hier um die stark entnucleinisierten Chromonemata 
des Ruhekernes handelt, wage ich nicht zu entscheiden. Fest steht 
jedoch, da® der Kern eine fibrillare Substruktur aufweist, die vielleicht, 
groBenordnungsmaBig, unterhalb der MeBgrenze der lichtoptisch sicht- 
baren Chromonemata liegt. Diese duBerst zarte, und nur bei elektronen- 
optischer VergréBerung sichtbar werdende Feinstruktur erklirt auch, 
daB der Ruhekern im Lichtmikroskop ,,optisch leer“ erscheint. 


Zusammenfassung 
Die Plastiden von Rhopalocystis oleifera lassen im elektronenmikro- 
skopischen Bild, wie bei allen bisher untersuchten Euchlorophyceen, 
eine laminate Struktur erkennen. Die Substanz des Pyrenophors weist 
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hingegen eine fibrillare Textur auf. AuBerdem wird noch die submikro- 
skopische Struktur der Mitochondrien und des Ruhekernes kurz be- 
sprochen. 
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Physiologische und genetische Untersuchungen tiber die 
Fruchtkérperbildung bei Schizophyllum commune be 


Von 
CLAUS JURGENS 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 1. Juni 1958) 


Die bei den Untersuchungen der Fruchtkérperbildung von Hymeno- 
myceten auftretenden Schwierigkeiten liegen genetisch an der Klein- 
heit der Kerne und Chromosomen und dem Mangel auffilliger morpho- 
logischer Merkmale sowie in der arbeitstechnischen Erschwerung, daB 
durch die vorwiegend haplogenotypisch tetrapolare Bestimmung und 
Vererbung des Geschlechts die Méglichkeit, zwei bestimmte Haplonten 
miteinander zu kreuzen, stark eingeschrénkt wird. Hinzu kommt die 
physiologische Schwierigkeit, daB das Paarkernmycel selten oder 
doch unregelmaBig Fruchtkérper bildet und da diese, wenn sie auf- 
treten, in den meisten Fallen abnorm in Gestalt, GréBe, Farbe und 
Funktion sind. 


Die Bedingungen der Fruchtkérperbildung héherer Pilze sind Gegenstand zahl- 
reicher Arbeiten gewesen, deren Schwergewicht wohl im Anschlu8 an Kiss (1900) 
immer auf einer Untersuchung des Einflusses der Umweltfaktoren gelegen 
hat. Soweit sich die mannigfaltigen Ergebnisse (Zusammenstellung bei BAaVENDAMM 
1939) tiberhaupt unter einem einheitlichen Gesichtspunkt zusammenfassen lassen, 
kann gesagt werden, dais unter den AuBenbedingungen das Licht die gréBte Rolle 
spielt (BRErELD 1889; Minow 1909; Lone u. Harscn 1918; ScHenck 1919; 
Borrtss 1934 u. a.). Dabei darf aber nicht tibersehen werden, daB sich die Wirkung 
des Lichtes in der Regel darauf beschrinkt, bei Stiémmen, die die durchaus nicht 
verbreitete Pahigkeit besitzen, in Reinkulturen bereits abnorm zu fruktifizie- 
ren, die Ausbildung normal gestalteter, funktionstiichtiger Fruchtkérper zu ermég- 
lichen (BuLLER 1905, 1906; FaioKk 1909, 1923 u. a.). Wie ist aber die vielen Myko- 
logen gelaufige Erfahrung zu deuten, daB gewisse Kombinationen vertraglicher Ein- 
spormycelien grundsatzlich nicht fruktifizieren und daB es unméglich ist, durch 
noch so giinstige AuBenbedingungen! dieses Verhalten entscheidend zu beeinflussen ? 

WAKEFIELD (1909) war die erste, die (fiir Schizophyllum commune u. a.) indi- 
viduelle, erbliche Verschiedenheiten beziiglich der Neigung oder Disposition 
zur Fruchtkérperbildung und das Bestehen fertiler und steriler Stiimme wahrschein- 
lich machte; sie vermutete, daB es sich dabei um ,,physiologische Rassen“ handele. 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Universi- 
tat Gottingen. 
' Linty u. Barnurr (1951) geben eine Zusammenstellung von 26 die Sporenbil- 


dung auslésenden oder steigernden Faktoren. Trotzdem mu man damit rechnen, daB 
bei manchen Objekten alle versagen. 
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Vorwiegend an dem gleichen Objekt hat dann Kntup (1923, 1928) im Zusammenhang 
mit seinen Untersuchungen iiber die Geschlechtsvererbung die Ansicht geéuBert, daB 
das Zustandekommen der Fruchtkérperbildung auBer von notwendigen AuBen- 
bedingungen von Gegenwart und Wirksamkeit ganz bestimmter Gene abhangig sei, 
deren Erblichkeitsverhaltnisse allerdings verwickelt lagen. Nach den experimentel- 
len Bestatigungen von ZaTTLER (1924) an Schizophyllum commune und Collybia 
velutipes und Brunswik (1924) an Coprinus ephemerus hat KniEp (1929, 1930) 
seine Vorstellungen dahingehend vertiefen kénnen, da das Entstehen eines Frucht- 
k6rpers das Zusammenwirken mehrerer, von den Geschlechtsgenen verschiedener 
Gene im Sinne einer additiven Polygenie zur Voraussetzung habe. Auch HARDERS 
(1927) Untersuchungen weisen auf die Abhingigkeit der Fruchtkorperbildung vom 
Genotypus hin. Da nach der Kenntnis des Verfassers seit jener Zeit, abgesehen von 
einer kleineren Arbeit (BARNETT u. Linty 1949), in genetischer Richtung nichts 
erschienen ist, steht eine Erbanalyse der inneren Bedingungen der Fruchtkérper- 
bildung bis heute aus. Die Fruchtkorperbildung an sich ist vor allem der Unméglich- 
keit wegen, von einer nicht fruktifizierenden Paarung Nachkommen zu erhalten, 
einer genetischen Untersuchung ebenfalls schwer zuganglich. 


In der vorliegenden Arbeit wird versucht, zu diesen Fragen einen 
Beitrag zu leisten. 
I. Material und Methode 


1. Ausgangsmaterial 


Als Versuchsobjekt wurde Schizophyllum commune Fries gewahlt, der in 
Reinkultur bei Anspruchslosigkeit an das gebotene Substrat nach kurzer Zeit: in 
verhaltnismaBig kleinen KulturgefaiBen leicht zahlreiche, normal gestaltete, fertile 
Fruchtkérper bildet, deren Sporen unschwer keimen. Auch die von EHRLICH u. 
McDonoveu (1949) mit drei Chromosomen im Genom festgestellte Chromosomen- 
zahl ist wiinschenswert klein. Diesen Vorziigen als Versuchspilz stehen die Schwierig- 
keiten gegeniiber, die die winzigen (6—7 x 2—2,5u nach ENGLER 1928 sowie WAKE- 
FIELD u. DENNIS), glatten, hyalinen Sporen einer Tetradenanalyse entgegensetzen: 
bei Schizophyllwm versagen alle bisherigen Verfahren bis auf ein umstandliches nach 
Papaztan (1950a), das eine Trennung der Sporen erst nach ihrer Keimung erlaubt. 
Da auBerdem der Gang dieser Arbeit es mit sich brachte, da8 zu Beginn der geneti- 
schen Versuche bereits eine gréBere Anzahl ungeordneter Haplonten zur Verfiigung 
stand, wurde auf die Vorteile einer Tetradenanalyse verzichtet. 

Bekannt wurde Schizophyllum vor allem durch Knrups (1920, 1922, 1923, 1928, 
1929) Entdeckung der multipolaren Sexualitaét und deren Erklarung durch zwei in 
verschiedenen Chromosomen lokalisierte Reihen multipler Inkompatibilitiatsallele. 
Die Kernabhangigkeit der eigentiimlichen Hemmungserscheinungen zwischen 
gewissen Einspormycelien (Harper 1927) vermochte Papazian (1949, 1950b, 1951) 
durch den genauen Zusammenhang der kopulationsbedingenden (= geschlechts- 
bestimmenden) Faktoren mit charakteristischen Heterokaryons an Schizophyllum 
aufzuklaren (siehe S. 414f.) und ebenso wie RAPER u. San AnTontIO (1952, 1954) 
einige morphologische, physiologische und biochemische Mutanten zu finden. Die fir 
die vorliegenden Untersuchungen wichtigste Arbeit ist jedoch die von ZATTLER 
(1924), in der bei Schizophyllum die Bildung abnormer Knauelfruchtkorper aus 
pseudoparenchymatischem Hyphengeflecht, die zwar keine Lamellen aber doch 
typische viersporige Basidien trugen, auf einen unabhangig von den Geschlechts- 
faktoren spaltenden, rezessiven Mendelfaktor zuriickgefiihrt wird; das dominante 
Wildallel bedingt in homo- und heterozygoter Kombination villig normale Frucht- 
kérperbildung. Damit wurde erstmals ein bestimmtes Gen fiir die Fruchtkorper- 


bildung an sich nachgewiesen. 
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Als Ausgangsmaterial dienten ein Schnallenmycel und Frucht- 
kérper verschiedener Standorte. Aus der folgenden Ubersicht sind ihre 
Herkunft, die Bezeichnungen der davon abgeleiteten Stémme von Ein- 
spormycelien sowie die ihnen willkiirlich zugeschriebenen Erbformeln 
beziiglich der Geschlechtsallele ersichtlich : 


| Bezeich- | Geschlechts- 
Herkunft nung genotyp! 

eee eee eee 
Schnallenmycel aus dem Centraalbureau voor | 

Schimmelcultures in Baarn, Holland (C. B.S.) (K-NTEP) Ba A1/A?; B1/B? 
Fruchtkérper aus der Nahe Stuttgarts St A3/A‘*; B3/Bt 
Fruchtk6érper aus dem Hainberg bei Gottingen Hb — 
Fruchtkorper aus Wiesensteig (Wiirtt.), 3—4 cm @ Wi A®/A®; B>/BéS 
Fruchtkorper aus Wiesensteig (Wiirtt.), jedoch @ 

sehr klein Ws — 


Fiir die Untersuchungen wurden vorwiegend die Stéamme Ba und St 
herangezogen. 


2. Methode 


Da die Fruchtkérper die Basidiosporen im allgemeinen steril abschieBen, k6nnen 
die Einspormycelien mittels 4°/,iger Malzextrakt?-Gelatineplatten leicht isoliert und 
bereits nach 14 Tagen in 5°/,igen Malzextrakt-Agarschragréhrchen (1,5°/) Agar) 
paarweise untereinander kombiniert werden*. Nach abermals 14 Tagen kann dann 
die mikroskopische Priifung auf Schnallen erfolgen, dem aiuBeren Kennzeichen fiir 
die stattgefundene Kopulation (Plasmogamie) und Herstellung der Paarkernphase, 
worauf von den schnallentragenden, sogenannten -++-(plus)-Kombinationen (be: 
einem tetrapolaren Vertreter wie Schizophyllum theoretisch 25°/,) Fruchtk6rper- 
kulturen angelegt werden. Dies geschah in 100 ml Erlenmeyerkolben, in denen 25 ml 
autoklavierter Malzagar (Konz. siehe oben) schrag so erstarrt war, daf eine an- 
nahernd lotrechte Kulturoberflaiche entstand (Abb. 4,6,7). Als VerschluB8 dienten 
Stopfen aus ungebleichtem Zellstoff. Beim Beimpfen der Kolben diirfen auf keinen 
Fall Fruchtkérperanlagen oder gar Sporen tibertragen werden, was wohl geschehen 
kann, wenn Mycelien schon fruktifizieren, bevor sie tiberall den Rand des Kom- 
binationsréhrchens erreicht haben (Stamm Ba). Mit Riicksicht auf die fiir die 
Schnallenpriifung riickstiéndigen Kombinationen wurde dann zwar auf eine vor- 
zeitige Abimpfung verzichtet, jedoch dafiir gesorgt, daB die Réhrchen senkrecht in 
Becherglisern aufbewahrt und die Impfstiicke am oberen Rande entnommen 
wurden (letzteres noch aus einem anderen Grund: siehe 8. 400). Wenn im folgenden 


‘In dieser Arbeit erfolgt die Verwendung von Gensymbolen sowie die Bezeichnung 
der Mutanten nach der in der Drosophila-Genetik iiblichen Praxis. — Knreps Erb- 
formel AaBb tiiuscht Dominanzverhaltnisse vor. — Ausdriicke wie ,,Homo- und 
Heterozygotie’* (obgleich keine Zygote vorausgegangen ist) werden im erweiterten 
Sinne auf die Paarkernphase angewandt. 

2 ,,Biomalz‘*, Kirner Vitaborn Werk G.m.b.H., Kirn an der Nahe. 

* Die Testkreuzung mit den vier Geschlechtstypen der p-Haplonten des betref- 
fenden oder bei Stammkreuzungen eines der Ausgangsstimme mit anschlieBender 
Paarung der jeweils vertriglichen Einspormycelien bedeutet zwar eine Arbeits- 
ersparnis, dafiir aber den doppelten Zeitaufwand (und ware beider Schnallenbildung 


der F's/F's-Paarung [vgl.8.400, 406; Tab.5,7] unter Umstanden auf Schwierigkeiten 
gestoBen), 
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nicht anders angegeben, standen die Kulturen bei einer Zimmertemperatur von 
20 -- 2°C, die Schragfliche dem mehrere Meter entfernten Siidfenster zugewandt. 
Solange das Mycel noch iiber die Agaroberfliche hinwegwachst, tritt der gleicher- 
maen fiir EKinspor- wie Schnallenmycelien aller Stamme von Schizophyllum 
kennzeichnende unangenehme Geruch auf, den BrrxrnsHaw, FINDLAY uw. WEBB 
(1942) darauf zuriickfitihren, daB Sulfat zu Methylmerkaptan reduziert wird. 

Da sich in Vorversuchen zeigte, dai bei Schizophyllum die Zusammensetzung des 
Nahrbodens wenig EHinfluf auf die Fruchtkérperbildung ausiibt, wurde von dem 
von ZATTLER (1924) benutzten Brotnahrboden abgegangen, einmal weil auf ihm 
die Fruktifikation langsamer erfolet und das Brot dabei schneller austrocknet, zum 
anderen weil die haufig unter dem Substrat (Stamm Ba) einsetzende und dann 
gehemmte Bildung von Fruchtkérpern sich schwer beurteilen laBt. 

Stémme wie St,, und Ba,;, die nach ihrem geschlechtlichen Verhalten 
entweder Mischmycelien oder Halbmutanten darstellen, wurden von den Unter- 
suchungen ausgeschlossen. Hinsichtlich der zu einer Unterscheidung erforderlichen 
genetischen Priifung siehe Knipp (1923, 1928) oder ZarTuErR (1924). Die Stamm- 
kulturen wurden alle zwei Monate iibergeimpft. 


Die Bezeichnung der Generationen soll in Ubereinstimmung mit 
Kwtep (1929, 1930) erfolgen: 


P-Generation = dikaryotische Elterngeneration ; 

p-Generation = die aus P-Fruchtk6rpern hervorgegangenen Haplon- 
ten ; 

F,-Generation = erste dikaryotische Tochtergeneration, entstanden 
durch Kopulation zweier p-Haplonten; 

f,-Generation = haploide Nachkommenschaft von F, usw. 


Wie bei ZarrLerR (1924) werden Einspormycelien (Ba,) sowie Kombi- 
nationen und Kreuzungen zwischen ihnen (Ba, x Ba, = Ba,,,.g) zunachst 
durch FuBzahlen bezeichnet. Schnallenmycelien, aus denen eine weitere 
Generation abgeleitet werden soll, bekommen fortlaufend zu der Bezeich- 
nung des Stammes eine Vorzahl (Ba, = 1Ba; Ba, x St; = 1BaSt), ihre 
haploide Nachkommenschaft wieder FuBzahlen (1 Ba,; 1 BaSt,) usw. 


Als Ausgangsfruchtkorper der jeweils nachsten Generation dienten die zwar 
kleinen aber derben Fruchtkérper der Starklichtkulturen, die im Verhaltnis zu 
ihrer GroBe die meisten Lamellen besitzen. 

Bei den Versuchen mit Kunstlicht erhielten je vier Parallelkolben auf halb- 
kreisartig angeordneten Rangen Dauerlicht verschieden abgestufter Beleuchtungs- 
starken! mittels einer durch flieBendes Wasser gekiihlten 500 Watt Osram Wolfram- 
lampe. Vorher wurden gleich groBe Impfstiicke hinter dem Rand eines vegetativen 
Mycels aus einer Petrischale entnommen und diesen in sechstagigem Dauerdunkel 
ein gleichmaBiges Angehen erméglicht. Als MaB fiir die Starke der Fruchtkorper- 
bildung, in die die Schnelligkeit der Fruchtkérperentwicklung, Zahl und Grobe der 
Fruchtkérper (bzw. Anlagen) sowie hier der iiberwiegende Fruchtkérpertyp ein- 
gehen, soll das Trockengewicht dienen, dessen Bestimmung auch nach PLUN- 
KETT (1953) vorzuziehen ist. Wenn nach etwa 4 Wochen die ersten Autolyseerschei- 
nungen auftraten, wurden jeweils alle Fruchtkorper eines Kolbens gleich dicht tiber 


1 Beleuchtungsstarke gemessen an der Kulturoberflache mit Fotozelle der Fa. Dr. 
B. Lange, Berlin-Dahlem; MeBgerat AEG. 
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der Substratoberflache abgeschnitten, im Trockenschrank bei 100°C bis zur 
Konstanz getrocknet und dann auf das volle Milligramm ausgewogen. Als Eintritt 
der Fruchtkérperbildung wurde angesehen, wenn in der Halfte der Parallelkolben 
die Normalfruchtkérperanlagen 1mm groB, die Geweihfruchtkérper aber finger- 
formig waren und 1/,cm mafen: letzteres war notwendig, um sie von sonstigen, 
gerade bei geringen Beleuchtungsstarken auftretenden Mycelwucherungen zu 
unterscheiden. Traten in einer Kultur mehrere Fruchtkérpertypen auf, so wurde nur 
die am stirksten ausdifferenzierte Form in die Tabellen aufgenommen. 

Das von Papazian (1949, 1950b, 1951) fiir Schizophyllum ausgearbeitete Ver- 
fahren zur Bestimmung des Geschlechtstyps der Haplonten wird 8.414f. an- 
gewendet und kritisch erlautert. 


II. Physiologische Versuche und ihre Deutung 
1. Abnorme Gewethfruchtkér per 


Die Untersuchungen gingen von der Feststellung aus, dafi die von 
17 Einspormycelien des Stammes St gewonnenen 34 verschiedenen 
+-Kombinationen der F, sowie eine Massenkultur in keinem Falle normal 
fruktifizierten, obgleich der Ausgangsfruchtk6rper gut entwickelt war 
und die p-Haplonten ein reines Viererschema zeigten. An Stelle normal 


Abb. 1. Fruchtkérpertypen von Schizophyllum commune. Links Geweihfruchtkérper fortschreitender 


sbi g aus + /+-Schwachlichtlk - y y 
Ausbildung aus ++ | Schwachlichtkulturen (St x St). Rechts, obere Reihe spitzfiicherige, untere rund- 


facherige Normalfruchtkérper; jeweils von links nach rechts Geweihfruchtkérper mit nachtriiglich 
rmaler Snitza /_} ae - a E == 
normaler Spitze (HN), +-/-++-Fr uchtkérper aus der Kultur (gr6éBer) und aus dem Freien 


gestalteter Fruchtkérper traten im Laufe von 2—3 Wochen in fast allen 
Paarungen zuniichst klumpige oder fingerformige Mycelwucherungen 
auf, von denen sich letztere in etwa der Halfte der Kulturen zu 2—3 em 
groBen, aufrechten, hirschgeweihartigen Gebilden entwickelten (vgl. 


Untersuchungen iiber die Fruchtkérperbildung bei Schizophyllum commune 393 


Abb.1 links sowie Abb.4 Mitte). Sie hatten auch nicht das feste, weiB- 
graue oder gelbbraune Aussehen der Normalfruchtk6rper, sondern ihre 
Oberflaiche war locker von weifSen Hyphen umkleidet. Da diese Gebilde 
weder ein Hymenium noch irgendeine Art von Sporen bildeten und 
mikroskopisch ein prosenchymatisches Hyphengeflecht (Abb.2) zeigten, 
waren sie also etwas ganz anderes als Normalfruchtkérper und auch 
ZATTLERS Knauelfruchtkérper, die beide aus pseudoparenchymatischem 
Plektenchym (Abb.3) bestehen und fertil, innen also nicht analog sind. 


Abb.2. Querschnitt durch das prosenchymatische Abb. 3. Querschnitt durch den ,,Stiel‘’ eines 
Hyphengeflecht eines +-/-+--Geweihfruchtkérpers Fs/+-Normalfruchtkérpers (Ba x Ba); pseudo- 
(Ste x 14) parenchymatisch verflochtene Hyphen mit 

verdickten Zellwinden 


Nach einer weiteren Woche fielen in drei Paarungen, namlich Sés 44, 
Styy45 Nd Styyx45, die Spitzen dieser Gebilde durch typisch graugelb 
gefarbte und kurz ,,behaarte* Normalfruchtkérperanlagen auf, die sich 
zu etwa 2 cm groBen, normal gestalteten und Sporen streuenden Frucht- 
kérpern weiterentwickelten. Damit verhielt sich der Stamm St so, wie 
es ZATTLER (1924) in nur einem und weniger ausgepragten Fall von seinem 
Stamm Spe nebenbei erwahnt. Die beiden iibrigen Arbeiten, die sich mit 
diesen Geweihformen beschiftigen, gehen schon auf eine Erorterung und 
den Versuch einer Erklirung ein: WAKEFIELD (1909), die diese Gebilde 
in Dunkelkulturen beobachtete und durch nachtragliche Beleuchtung 
Fruchtkérperanlagen erzielte, meint, Schizophyllum brauche zur normalen 
Fruchtkérperbildung eine bestimmte, verhaltnismaBig groBe Licht- 
menge, die bereits im Inneren eines Raumes nicht erreicht werde. 
Dagegen nehmen ScHoprer u. BLUMER (1940) an, daB die Geweihformen 
durch einen synthetischen Nahrboden (Glucose-Asparagin) bedingt 
wiirden, dem unbekannte, fiir eine normale Fruchtkoérperbildung 
erforderliche Substanzen fehlten, die in natiirlichen Medien enthalten 
seien und deren Bildung nicht durch die Gegenwart von Vitamin B, allein 


ermoglicht werde?. 


1 Hinsichtlich der Vitamin B,- bzw. Pyrimidin-Auxotrophie von Schizophyllum 
vergleiche RoBBINs u. KavanacH (1938) sowie ROBBINS (1938). 
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Angesichts dieser Widerspriiche erheben sich zwei Fragen: 
{. Welche inneren und auferen Bedingungen sind fiir die Entstehung 
; : ies 2 | «9 1B sich ej ie 
der geweihartigen Gebilde verantwortlich, und wie laBt sich eine norme 
eae vildung hervorrufen ? 
2. Sind die geweihartigen Gebilde normalen Fruchtkéorpern homolog? 


Die Méelichkeit, da die bei Hymenomyceten haufig zu beobachtende starke 
Variabilitat in der Gestaltung der Fruchtkérper erblich bedingt sei, darf nicht von 


Abb. 4, Fruchtkérperbildung einer +/-+--Paarung (Sf s,.1s) im — von links nach rechts — Dunkeln, 
Schwachlicht und Starklicht 


vornherein ausgeschlossen werden, um so weniger als ZATTLER (1924) bei Schizo- 
phyllum die Knauelfruchtkérper in der Paarkernphase und Brunswtk (1924) bei 
Coprinus ephemerus die koralloiden Haplofruchtkérper auf mendelnde Erbanlagen 
zuriickfiihren konnten; doch sollen zuniachst die bisherigen Angaben iiberpriift 
werden. 

Von den aus den p-Einspormycelien von St hervorgegangenen 
34 +--Kombinationen wurden je drei Parallelkolben beimpft, worauf sofort 
einer in einem grofen Dunkelschrank kein Licht (,,Dunkelkulturen‘‘), 
ein zweiter in einem 5m vom Fenster eines Siidzimmers entfernten 
Wandgestell nur Streulicht (,,Schwachlichtkulturen‘‘) und der dritte 
auf einem unmittelbar hinter den Doppelscheiben eines Siidfensters ange- 
brachten Drahtglasgestell zeitweilig direktes Sonnenlicht erhielt (,,Stark- 
lichtkulturen“), Bei letzteren erreichte an sonnigen Tagen die Beleuch- 
tungsstirke an der Agarschragfliche 30000 Lux, das ist das einhundert- 
fache der Schwachlichtkulturen, an ganz triiben Tagen dagegen mit 
etwa 1000 Lux immer noch das zwanzigfache. Nach fiinf Wochen lag 
folgendes Ergebnis (Abb.4) vor: 

Die Dunkelkulturen zeigten das starkste vegetative Wachstum und 
fielen durch starkes, rein weifes, wattiges Luftmycel sofort auf; in fast 
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allen Kolben bildeten sich hochstens klumpige Mycelwucherungen, deren 
Oberflache haufig von Guttationstropfen besetzt war. 

In den Schwachlichtkulturen traten die oben beschriebenen 
geweihartigen Gebilde und an diesen in drei Fallen normale Fruchtkorper 
auf? 

In fast allen Starklichtkulturen (6 Ausnahmen von 34) war schon 
nach 2—3 Wochen die Bildung normaler Fruchtkoérper abgeschlos- 
sen, wobei diese meist unmittelbar dem Substrat aufsaBen, in 6 Fallen 
sich aber auch an den Spitzen zunachst entstandener geweihartiger 
Gebilde ausbreiteten (Ubersicht in Tab. 1). 


Dunkel- und Schwachlichtkulturen, die nach 5 Wochen nachtraglich dem Stark- 
licht ausgesetzt wurden, vermochten trotz des erschopften und ausgetrockneten 
Nahrbodens iibereinstimmend mit den entsprechenden Starklichtkulturen normal 
zu fruktifizieren, indem entweder Fruchtkérper neu angelegt oder die Geweihformen 
zu solchen ausgebildet wurden. 


Abgesehen davon, daf in den Dunkelkulturen keine Geweihformen 
auftraten2, stellen diese Ergebnisse eine genaue Uberpriifung und 
Bestiitigung dessen dar, was WAKEFIELD (1909) andeutete. Dagegen 
lieBen sich die Feststellungen von ScHoprer u. BiumEr (1940) nicht 
bestatigen, indem sich zeigte, dai sowohl auf rein synthetischem Nahr- 
boden (Glukose-Ammoniumtartrat + B,) im Starklicht normale Frucht- 
kérper als auch auf kiinstlichen komplexen (Malzextrakt, Brot) und 
natiirlichen Substraten (Holz) im Schwachlicht Geweihformen erhalten 
wurden. In zahlreichen Versuchen erwies sich die Bildung von Normal- 
fruchtkérpern oder Geweihformen als unabhangig von verschiedenen 
C-Quellen (Glukose, Rohrzucker, Starke, Cellulose), N- Quellen 
(KNO,, Ammoniumtartrat, Alanin, Asparagin, Backerhefe), Wirk- 
stoffen (Biotin, Pantothensaure, Heteroauxin) und Vitaminen 
(Aneurin, Ascorbinsaure). Versuche, die Wirkungen des Lichtes durch 
Beliiftung der Kulturen zu steigern oder zu ersetzen, schlugen fehl. 
Konnte doch PLunKerr (1954, 1956) zeigen, daB Collybia velutipes die 
zunichst im Dunkeln gebildeten Hutanlagen nur dann normal ausbildet, 
wenn Licht gegeben und auSerdem durch eine Beliiftung das hemmende 
CO, beseitigt wurde. Auch durch Veriinderung der Temperatur und der 
relativen Wasserdampfspannung lie sich in den vorliegenden Unter- 


1 Hier und noch deutlicher in teilweise verdunkelten Parallelkulturen verhielten 
sich besonders die Spitzen der groBeren geweihartigen Formen positiv photo- 
tropisch. Zusammen mit dem starken Lingenwachstum mag diesem insofern eine 
dkologische Bedeutung zukommen, als dadurch unter Umstanden erst die Voraus- 
setzungen fiir die Entstehung von Normalfruchtkérpern sowie fiir eine gute Sporen- 
verbreitung geschaffen werden (so auch Borriss 1934; PLUNKETT 1956). Die Normal- 


fruchtkérper orientieren ihr Hymenium geotropisch. 
2 Vielleicht war WaKEFIELDs Verdunkelung der Kolben nicht ganz lichtdicht? 
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suchungen bei Schizophyllum keine normale Entwicklung erzielen, so daB 
damit auch der Einwand entfallt, diese in den Starklichtkulturen sicherlich 
nicht konstanten Bedingungen seien fiir die Ergebnisse verantwortlich. 


Tabelle 1. Ergebnis der Fruchtkirperkulturen der F,-Generation des Stammes St in 
den -- - Kombinationen zwischen den Geschlechtstypen A®*B* x A*B* (links) und 
AB x AB (rechts)} 


ASB | ABS 
———————————— A eS 
St 1 4 8 9 11 12 St 2 a 10 15 
Schwachlicht | Schwachlicht 
Ginn HOR Te haere ae EL | 2 a ae 
TMiaie ith bower, ay ce rates 2: ted ee 
Ath “Sle he 8 tae eee eC A°BY) i4| H HN’ H HN 
| 7th) ane Ee 
Starklicht Starklicht 
6|HN N N H N N 5) NON NN 
i3|HN N HN 0 O O 7 No Ne oN 
ASB toss. HN SEN HNO OU) ASB") 44.) NN sNELN 
i7/N N NWN 


1 Sinn und Zusammenhang der in den Tabellen dargestellten Kreuzungen gehen 
jeweils aus dem Text hervor. Das obere Feld der Kreuzungsrechtecke stellt stets die 
Ergebnisse der Dunkelkulturen (bei Tab.1 der Schwachlichtkulturen) dar, das 
untere die der Starklichtkulturen. Die Paarungen in Tab.15 wurden nur im Stark- 
licht ausgefiihrt. 


Ubereinstimmend in allen Tabellen besitzen die verwendeten Zeichen folgende 

Bedeutung: 

— keine Schnallenbildung 

+  starke Schnallenbildung 

(++) schwache Schnallenbildung 

O keine Fruchtkérperbildung 

N normale Fruchtkérperbildung 

n nicht vollentwickelte Normalfruchtkérper 

(n) steckenbleibende Normalfruchtkérperanlagen 

H_ Geweihfruchtkérperbildung iiber 1 em groB 

h Geweihfruchtkérperbildung unter 1 em groB 

HN Geweihfruchtkérper mit nachtraglich an der Spitze entstehendem, vollent- 

wickeltem, streuendem Normalfruchtkérper usw. 


Vergleichende Versuche mit den Stiimmen St, Ws, Wi und Hb sowie 
Kreuzungen zwischen diesen zeigten zwar einen Abfall der Fruchtkérper- 
bildung von St nach Hb in der aufgefiihrten Reihenfolge bis zum volligen 
Ausbleiben, im iibrigen iiber die gleiche spezifische, m orphogene Wir- 
kung des Starklichts. Die Geweihformen unterscheiden sich also von 
ZavrLERs Knauelfruchtkérpern neben dem anatomischen Aufbau und 
der Fertilitat zusitzlich durch ihre hohe Lichtabhangigkeit. 
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Die zweite Frage, ob man in den Geweihformen den Ausdruck einer, 
wenn auch nur abnormen Fruchtkérperbildung sehen darf, obwohl ihnen 
die Sporenbildung fehlt, wird von ZarrLER verneint, von WAKEFIELD 
sowie SCHOPFER u. BLUMER jedoch ohne Begriindung angenommen. In 
der vorliegenden Arbeit werden sie von normalen Fruchtkérpern abge- 
leitet und kinftig als ,,Geweihfruchtkérper“ bezeichnet und zwar aus 
folgenden Griinden: 

1. Gut ausgebildete Geweihfruchtkérper treten nur in +--Kombina- 
tionen auf und dort mit einer Haufigkeit und RegelmaBigkeit, die dem 
Auftreten der Normalfruchtkérper in den entsprechenden Starklicht- 
kulturen eigen ist (Tab. 1). 

2. Wo es im Schwachlicht schon zu einer normalen Fruktifikation 
kommt, bildet sich diese in der Regel an den Spitzen der zunachst 
entstandenen Geweihfruchtkorper aus (so auch zum Teil im Starklicht). 
Umgekehrt konnte in einem Falle (Ba, x St,) beobachtet werden, daB 
aus dem Hymenium eines grofen Normalfruchtk6rpers nachtraglich im 
Schwachlicht ein Geweihfruchtk6rper hervorwuchs. 


3. Hine Deutung als Sklerotien oder Rhizomorphen wird dem Charakter der 
Geweihfruchtk6rper nicht gerecht; auch kann man sie schlecht als Kulturartefakte 
abtun, da sie auch unter AuBenbedingungen (Holz usw.) auftreten, die den natiir- 
lichen sehr nahe kommen und bei denen lichtunabhangigere Staémme normal fruk- 
tifizieren. 

Demnach gehoéren die Geweihfruchtkérper in die Reihe 
der teratologischen, monstrésen oder geweihartigen Dunkel- (ButL- 
LER 1905, 1906; FaucK 1909, 1923 u. a.) oder besser Schwachlicht- 
formen. Der Auffassung, sie seien etiolierte Normalfruchtkérperstiele 
(Borriss 1934 bei Coprinus lagopus; PLUNKETT 1953 bei Collybia veluti- 
pes u. a.), steht entgegen, da Schizophyllum im eigentlichen Sinne keinen 
Fruchtkérperstiel besitzt und dessen anatomischer Aufbau (Abb.3) ein 
anderer ist. 


2. Versuche mit Kunstlicht 


Es zeigte sich zundchst, daB sich die Wirkung des Sonnenlichts durch 
Glihlicht ersetzen lieB, dessen Spektrum ja vorwiegend im langwelligen 
Bereich liegt. Dies konnte nicht von vornherein erwartet werden, da 
nach ScHENCK (1919), Borriss (1934) und Maperin (1956) fiir die Frucht- 
kérperbildung die kurzwelligen Strahlen bedeutsam, die langwelligen 
aber unwirksam sind. Die Kunstlichtversuche lassen aber auch quanti- 
tative Aussagen iiber die Wirkung des Lichtes auf die Fruchtkorper- 
bildung zu. Unschwer war zu erkennen, dal iibereinstimmend beim 
Stamm Ba sowie den Paarungen St; ,.49 und St,4,.3; mit der Beleuchtungs- 
starke die Zahl der Anlagen und der ausgebildeten Fruchtkérper zunahm, 
ihre GréBe wie auch das Luftmycel aber abnahmen (Abb.6). Starkes 
Kunst- oder Sonnenlicht bedingte ein einheitliches, charakteristisches 
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Aussehen der Kulturen durch Ausbildung der starken ,,Behaarung® der 
Fruchtkorper, der weiBgrauen bis gelbbraunen Farbung des Mycels sowie 
dessen verringerter Wachstumsrate; demgegentiber stieg mit starkerer 
Beleuchtung die Schnelligkeit der Anlage und Ausbildung der Frucht- 
k6rper. 

Wenn man die Fruchtkérperbildung als einen, wenn auch recht ver- 
wickelten Reizvorgang auffaBt, kénnte man sagen, daB mit der Starke 


vi 2 3456810’ 2345680? 2345680? 2 3456 80x 


Abb. 5. Logarithmische Darstellung der Abhingigkeit des Fruchtkérpertrockengewichts (mg) 
zweier Stimme von Schizophyllum commune von der Beleuchtungsstiirke (Lux) einer Gliithlampe. 
o——— F's/-+--Ausgangsstamm Ba; -———.« Geweihfruchtkérperbildung der +/-+-Paarung Sts y 10 


der Reizung die Reaktionszeit abnimmt und damit auch die Prasentations- 
zeit, da keinerlei Nachwirkung tiber eine Zeit der Latenz hinaus be- 
obachtet werden konnte. Eine Reizmengenkonstanz zur Erzielung einer 
eben sichtbaren Reaktion konnte angesichts der mit der Beleuchtungs- 
starke stark fallenden erforderlichen Lichtmenge nicht nachgewiesen 
werden. Die durch das Trockengewicht gemessene ReaktionsgréBe 
erreichte bei der den Stamm St kennzeichnenden Paarung St;,49 bei 
1000 Lux das Maximum (graph. Darst. Abb.5). Wahrend hier der Uber- 
gang von der Geweih- zur Normalfruchtkérperbildung zwischen 1000 
und 5000 Lux lag, erfolgte dieser bei der bereits oben durch ihren ge- 
ringen Lichtbedarf aufgefallenen Paarung St,,,.4; schon zwischen 500 und 
1000 Lux und lieB sich bei bis zur Autolyse fortwahrender Einwirkungs- 
zeit bis in den Bereich von 0—10 Lux verschieben. Zwar entstanden 
diese Fruchtk6rper simtlich nur an der Spitze von Geweihfruchtkérpern ; 
sie deuten aber darauf hin, da es zu ihrer Bildung offenbar auf eine 
bestimmte, hier besonders tief liegende Lichtmenge ankommt (WAKE- 
FIELD 1909; Borriss 1934). Eine ahnliche Abhangigkeit des Frucht- 
korpertrockengewichts von der Lichtmenge besteht nach PLUNKETT 
(1953) fiir Collybia velutipes, wihrend MapELIN (1956) bei dem fiir Licht- 
reize auBergewohnlich empfindlichen (eine Sekunde Licht geniigte, 
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um die Fruchtkérperbildung zu beschleunigen; das Endtrockengewicht 
war jedoch hier in Licht und Dunkel etwa gleich) Coprinus lagopus eine 
Unabhangigkeit beider Gegebenheiten nachwies. 

Die bei mehreren Stéammen beobachteten ,,gestielten“, rundfacherigen Frucht- 
korper (Abb.1) gingen bei Wiederholung manchmal in die bekannte spitzfacherige 
Form iiber. Sie traten in Kultur stets an der Spitze von Geweihfruchtkérpern, im 
Freien aber auch fiir sich allein auf und sind entwicklungsphysiologisch vielleicht 
dadurch zu erkliren, daf die Lamellen Platz genug hatten, vom Ansatzpunkt der 
Spreite allseits facherférmig auszustrahlen. 

Die obigen Versuche haben eindringlich gezeigt, daB das Licht der 
AufSenfaktor ist, der bei Schizophyllum commune den beherr- 
schenden Einflu8 auf den Entwicklungsgang der Frucht- 
kérper ausiibt. Das Besondere ist bei Schizophyllum in der hohen, 
zur normalen Entfaltung der Fruchtkoérpergestalt und 
-funktion erforderlichen Beleuchtungsstarke bzw. Licht- 
menge zu sehen. 


Wahrend nach Lone u. Harscw (1918) auch einige Polyporaceen direktes 
Sonnenlicht verlangen, warnen andere, wie Oorr (1930) fiir Coprinus fimetarius und 
TaKEMARv (1954) fiir Collybia velutipes, davor, die Kulturen ihm unmittelbar aus- 
zusetzen, und Bapcook (1943) berichtet sogar von Polyporus schweinitzit, dali er 
direkte Sonnenbestrahlung auch nicht nur einige Minuten vertrage. Wahrscheinlich 
kommt hierin eine Beziehung zu den Lichtverhiltnissen des natiirlichen Standorts 
zum Ausdruck, so daB Schizophyllum in dieser Hinsicht als besonders lichtbediirftig 
gelten kann. 


3. Fruchtkérperbildung 1m Dunkeln 


Ubereinstimmend berichten WAKEFIELD (1909), Kwyrep (1928, 1930) 
sowie SCHOPFER u. BLUMER (1940), daB die Fruchtkoérperbildung 
von Schizophyllum unbedingt ans Licht gebunden sei. Um so 
iiberraschender war die Feststellung, daB das Mycel des Stammes Ba 
in vélliger Dunkelheit normal gestaltete und gefarbte, 
sporenstreuende Fruchtkorper bildete. Das Ergebnis wurde 
durch zweimaliges Abimpfen im Schwachlicht von der j eweils voraus- 
gegangenen Dunkelkultur auch unter wechselnden Temperatur- und 
Ernahrungsbedingungen bestatigt. Demnach handelt es sich offenbar 
nicht um eine stoffliche Nachwirkung oder Modifikation, sondern um 
eine erblich bedingte Erscheinung. Die vdllige Unabhangigkeit vom 
Licht kam auch im Kunstlichtversuch in einer bei allen Beleuchtungs- 
starken gleich langen, sehr kurzen Entwicklungszeit (7 Tage nach der 
Impfung) sowie im fast gleichbleibenden Fruchtkérpertrockengewicht 
gum Ausdruck (graph. Darst. Abb. 5). Lediglich die allgemeinen Be- 
ziehungen hinsichtlich Zahl, GréBe und Habitus der Fruchtkérper galten 
auch hier (Abb.6). Insofern der physiologische Unterschied zu emem 
klar definierbaren Merkmalspaar fihrte: ,,Fahigkeit, im Dunkeln (und 1m 
Licht) Normalfruchtkérper oder doch deren Anlagen zu bilden“, und 


9 
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_Normalfruchtkérperbildung an mehr oder weniger starkes Tages- oder 
Kunstlicht gebunden“, erschien eine Erbanalyse wiinschenswert und 


aussichtsreich. 


III. Genetische Versuche und ihre Deutung 


Von einem Ba-Fruchtkérper wurden 33 Einspormycelien gewonnen 
und paarweise miteinander kombiniert. Bei der Priifung auf Schnallen 
stellte sich heraus, daB Ba im Gegensatz zu den anderen Stammen? vom 


Abb. 6. Fruchtkérperbildung einer F's/+--Paarung (Ba ...,) im — von links nach rechts — Dunkeln, 
Schwachlicht und Starklicht ; Zahl und Grébe der Fruchtkérper dindern sich im umgekehrten Verhaltnis 


reinen Viererschema abwich und zwar im Sinne einer verminderten 
Fertilitat (Tab.2). In 10 Kombinationen von 122, bei denen nach der 
genotypischen Beschaffenheit der Haplonten die Schnallenbildung zu 
erwarten war, unterblieb sie véllig; in sieben weiteren, von denen sich 
wie bei ersteren einige durch wenig Luftmycel ausschlieBlich am oberen 
Rande des Schraégréhrehens auszeichneten, konnten nur dort und manch- 
mal erst bei Wiederholung vereinzelt kleine, wenig ausgepragte Schnallen 
festgestellt werden. 

Fiir eine Erklirung der Abweichungen kénnen andere Arbeiten nicht heran- 
gezogen werden: HELDMATER (1929/30), die bei dem gleichen Pilz auf Erweiterungen 
im sexuellen Verhalten priifte, halt im Gegenteil eine alleinige Priifung des oberen 
Randes der Réhrehen fiir unzureichend. Dagegen bezeichnet Kntepr (1918) Schizo- 
phyllum noch als stets schnallenbildend? und stot erst 1920 erstmals gleich auf 
eine so stark verminderte Fertilitat, daB das Viererschema zunichst nicht erkannt 


* Dort beobachtete Abweichungen erwiesen sich entweder als Mischmycelien oder 
Halbmutanten mit erhdhter Fertilitat oder konnten in der Regel bei Wiederholungen 
nicht beobachtet oder als Pseudoschnallen erkannt werden. 

* Bei Schizophyllum hemmt danach submerses Wachstum nur die Schnallen- 
entstehung, verlangert also die Haplophase. 
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werden konnte. Nach seiner Arbeitshypothese (vor allem 1929) unterliegen die 
Geschlechtsfaktoren gewissen Schwankungen, wobei ein gewisser minimaler 
Quantitatsunterschied fiir eine Reaktion nétig sein soll. Die folgenden Untersuchun- 
gen werden aber zeigen, daB zumindest im vorliegenden Fa!l die Erscheinung nicht 
in einer dem Minimum nahekommenden Differenz eines Allelpaares, sondern in etwas 
ganz anderem begriindet liegt. 

In den Kombinationsrechtecken der F,-Generation hinsichtlich der 
Schnallenbildung (Tab.2) fallt nun bei eingehender Betrachtung auf, 
daB es Haplonten aller vier Mendelklassen mit stetiger und solche mit 
meist mehrfach? unregelmaBiger Schnallenbildung gibt, und da alle 
obigen Abweichungen in Inter-se-Kreuzungen dieser letzteren auftreten. 


Tabelle 2. Unregelmapige Schnallenbildung der F, des Stammes Ba 


AB! 
Os 
Ba L 9 12 14 18 23 27 31 33 34 
6 “fs =e 4p 1. 
13 ap a + af ai =e ete + “F + 
A?B? 16 (4) (45) + + + + 
26 ot fr + + ar AP 3 2 Ht + 
29 i == 4 + = = + oF °F + 
a a SE SS 
AuB? 
— __—————_——_—_————_—————_—_—_—————— , 
Ba 2 5 7 10 ail 17 20 22 24 25 28 ©6030 
oe ee A a NN ——————E_—E———————E 
3 Sb eee OA Ee Soe Ce a a ae ee aaa Fe ea 
4 e ee ee Fite a 
A2B1 8 A i ca I oe a a il 
19 ce tS ae 
21 ae oe) art. te be on a Ge) 
32 + ; Sf” pr ee ee ee es Ot a ne Dee) <i 


Dies kénnte auf eine homozygote Grundlage deuten, und immerhin war 
ZATTLER (1924) durch solche Feststellungen sofort imstande, den 
genetischen Zusammenhang seiner beiden Fruchtkorpertypen in einer 
Ubersicht theoretisch versténdlich zu machen. Der Ausfall der Frucht- 
kérperkulturen der F,-Generation von Ba labt dagegen weder in volliger 
Dunkelheit noch im Starklicht eine solche tibersichtliche Beziehung erken- 
nen (Tab.3). Die Schwachlichtkulturen, die mit ihrer Geweihfrucht- 
kérperbildung eine Mittelstellung einnahmen, verhielten sich, von eimer 
verstindlichen Haufung der Normalfruchtkérper abgesehen, erund- 
satzlich wie die des Stammes St. Da sie zur Losung der jetzt anstehenden 
Fragen nicht beitragen, soll auf ihre weitere Erérterung verzichtet 
werden. Die optimal fruktifizierenden Starklichtkulturen sind jedoch 
erforderlich, weil sie durch Vergleich mit den Dunkelkulturen erlauben, 


1 Fiir einmalige Abweichungen ware die folgende Betrachtung sinnlos. 
26* 
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Paarungen, die nur im Dunkeln keine Fruchtkorper bilden, von denen 
zu unterscheiden, die iiberhaupt nicht fruktifizieren. 

Tatsiichlich trat nun die besondere physiologische Fahigkeit des Ba- 
Ausgangsmycels in der F, wieder auf und zwar in 58 von 122 Paarungen 
(Tab.3). Weitere 45 Kombinationen, die im Dunkeln nicht oder nur 


Tabelle 3. Fruchtkérperbildung der F, von Ba im Dunkeln (oben) 
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vbnorm fruktifizierten, vermochten im Starklicht Fruchtkérper zu 
bilden. Der Rest, wie beim Stamm St zwischen 10—20°/,, fruktifizierte 
unter beiden Lichtbedingungen gar nicht oder doch nur abnorm. Hin- 
sichtlich des Faktors (oder der Faktoren?), der die Fruchtkérperbildung 
im Dunkeln bedingt, kann es sich also bei dem Ausgangsmycel nicht um 
eine homozygote Form handeln. Dem Bestreben, die Vererbung des 
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Merkmals ,,Dunkelfrukti- 
fikation*‘ auf einen mono- 
hybriden Mendelfall zu- 
ruckzufiihren, steht zu- 
nachst das angenaherte 
Zahlenverhaltnis von 1:1 
gegentber. Es stiitzt we- 
der die Annahme einer 
dominanten noch rezessi- 
ven Merkmalsauspragung, 
wahrend die einer ,,Riick- 
kreuzung“ sogar an un- 
wahrscheinliche Voraus- 
setzungen! gekntpft ist. 

Abgesehen davon, daB 
das physiologische Merk- 
mal die vergleichende Un- 
tersuchung des Verhaltens 
unter zwei verschiedenen 
Lichtbedingungen erfor- 
dert, tritt gegeniiber den 
Untersuchungen  ZatTrT- 
LERS zusatzlich eine grund- 
satzlicheErschwerungauf. 
ZATTLER untersuchte zwei 
voneinanderunabhangige, 
scharf abgegrenzte mor- 
phologische Merkmale. 
Hier dagegen sind die bei- 
den untersuchten Phane 
insofern abhangig vonein- 
ander, als der Ausfall des 
einen, namlich der Dun- 
kelfruktifikation, von dem 
anderen nicht zu unter- 
scheiden ist und ihm bei 
der Auswertung zuge- 
schlagen wird. Wird das 
obige Zahlenverhaltnis 
von 58:45 unter diesem 


1 Geschlechtskopplung mit 
509/, Penetranz des domi- 
nanten Allels. 


Tabelle 4. Nachkommenschaft der Stammkreuzung der Ba-p-Haplonten mit fiinf beliebigen p-Einspormycelien des Wildstammes St; 
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Tabelle 5. Fruchtkirper- und Schnallenbildung der F, von Ba. 
Ubersichtliche Zusammenfassung der Tab. 2 und 3 durch Ordnen der Haplonten nach 
Fs und Fs*; wnterschiedliches V erhalten der Allelkombinationen Fs/Fs, Ps/-- und +/+ 


nnn EEE ESSENSE 


| AME 

i Fs Fs* 
——o—eoeowt a ee ee ae 
Ba 9 23 31 34 1 12 14 18 27 33 
SS ___ nL, nee 

Dunkel 
( 16 | 0 (0 0) @)) Oy Den Cane aid 
Fs 26 | (n) (n) (n) (xn) | () N N ND Sethe ie 
A2Be | 20. / 0 40. @E Gh Oey ee 
re: © JD Geka bs OE | OL On Oe Caen 
~ “|S eel see POUP NE Cae 0 COe eto arr Ce 
Starklicht 

| 1655) .0: 40% 0} (nye) Nia NeeNe De Nee 
Fs 26. | (ne (0) cy) ink | @iG a a os ns 
A2RB2 | 29 O- FO" 8 (@)) (mr N- hy ety Ota TY 
Het \ 6) (ahol th ot NG | NN pM nN ale 
18° N IN Newt) NAN ny nee 
| 16|(+) — + +/+ + ++ (4+) + ~ =+ 
| Fs 26 + + + 5 Dackaal + + + 
A2B? | 29 | — — + eh cer + — + + 
| Fst | 6 + + + + | bo + + aa oo 
tis) “Te + + + + ~ + + + 


Gesichtspunkt betrachtet und dabei beriicksichtigt, da dennoch die 
Zahl der Dunkelfruktifikationen tiberwiegt, so erscheint die Annahme 
folgender Arbeitshypothese gerechtfertigt: das Merkmal Dunkelfrukti- 
fikation wird dominant ausgepragt. Der zugrunde liegende Erbfaktor, er 
soll Fs genannt werden!, besitzt herabgesetzte Penetranz. Dem Ausgangs- 
stamm Ba kame danach die Erbformel A1/A?; B1/B?; Fs/+- zu. 

Daf die Dominanz sozusagen maskiert ist, bedingt ein besonderes, auch 
von ZATTLERS Methode abweichendes Vorgehen. Zunachst wurden alle Ba- 
Kinspormycelien der p-Generation mit fiinf beliebigen p-Haplonten aller 
Geschlechtstypen der Wildrasse St gekreuzt. Durch eine derartige Stamm- 
kreuzung, die einer Mendelschen Riickkreuzung entspricht und dank der 
muitiplen Allelie der Geschlechtsfaktoren leichter als eine Rickkreuzung 
innerhalb des Stammes Ba durchzufiihren ist, wurde ein eindeutiges Ergeb- 
nis gewonnen (Tab.4), Das Merkmal Dunkelfruktifikation wird gegeniiber 
dem Wildstamm, der dafiir keine Anlage besitzt, dominant verwirklicht. 


*F = dominant Fruchtkérperbildung im Dunkeln, s = rezessiv sterilitits- 


bedingend (zur Begriindung siehe 8.417f.); -- oder Fst = das zugeordnete Wildallel 
(keine Fruchtkérperbildung im Dunkeln und keine Sterilitatswirkung) 
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Tabelle 5 (Fortsetzung ) 
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DaB die Dominanz sich in 16 von 33 Ba-Haplonten auspragt (Erwar- 
tung 509/,), ist eine Stiitze fiir die Annahme eines Faktorenpaares F's/—- 
im heterozygoten Ausgangsfruchtkorper. Auf Grund dieser ,,Riick- 
kreuzung“ ist es méglich, unter den p-Einspormycelien von Ba eindeutig 
die Fs-Haplonten von den Fs*-Haplonten zu unterscheiden und die 
Ergebnisse der Tab.3 dadurch gut durchschaubar darzustellen, dab 
innerhalb jedes Geschlechtstyps die Haplonten mit dem gleichen Allel 
zusammengefabt werden?! (Tab.5). Im Bereich der homozygoten -+/+-- 
Kombinationen herrscht strenge Abhangigkeit der Fruchtkérperbildung 
vom Licht. Samtliche Dunkelfruktifikationen beschranken sich auf das 
Gebiet der heterozygoten Fs/-+- und homozygoten Fs/Fs-Paarungen. 
Die Wirkung des Lichts besteht hier lediglich in einer quantitativen 
Foérderung. Soweit vermag die Annahme eines Mendelfaktors alle Befunde 
zu erkliren. Beim Vergleich der Fs/-+--Kreuzungen mit den reinerbig 
dominanten sticht nun aber hervor, da die Ausbildung wohlentwickelter, 


1 In derselben Weise kénnten jetzt auch die Ergebnisse der Tab.4 iibersichtlicher 
dargestellt werden. 
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streuender Fruchtkérper den beiden F's/+-- Quadranten vorbehalten ist, 
wahrend die Fs/Fs-Paarungen nur in zwei Fallen iiber das Stadium der 
. : WE top an oS 2 
Fruchtkérperanlagen hinauskommen und in tiber 50°/, uiberhaupt nicht 
fruktifizieren. Ist bei ersteren Licht zwar entbehrlich aber noch fordernd, 
so wird bei letzteren das Maximum der Lichtunabhangigkeit erreicht. 
Auf diesen Sonderfall ,,unvollstaéndiger Dominanz** in der Mutations- 
rasse (im Sinne KitHns) wirft nun ein Vergleich der Fruchtk6érperbildung 
mit der der Schnallen einiges Licht. Es zeigt sich namlich, daB, von zwei 


Abb. 7. Fruchtkérperanlagen einer Fs/F's-Paarung (Bday5y531) im — von links nach rechts — Dunkeln, 
Schwachlicht und Starklicht; Sterilitatswirkung 


Ausnahmen abgesehen, die Kombinationen mit ausgebliebener oder wenig 
ausgepragter Schnallenbildung alle Fs/Fs-Paarungen sind. Offenbar 
handelt es sich um die Wirkung eines Sterilitatsfaktors, der ja nach 
der Definition von Haporn (1955) die Entstehung funktionstiichtiger 
Keimzellen verhindert oder die Morphologie bzw. die Physiologie eines 
Organismus derart andert, daf ein erfolgreicher Ablauf der Sexualvor- 
gange unmoglich wird. Ein begrifflich so gefabter Sterilitatsfaktor erklart 
nicht nur das Ausbleiben der Schnallenbildung oder schon der Plasmo- 
gamie, sondern schlieBt auch die Deutung fiir das Auftreten der in der 
Entwicklung steckenbleibenden Fruchtkérperanlagen in sich ein, die ja 
dank der Trennung von Plasmogamie und Karyogamie bei den Basidio- 
myceten in die zeitlich und raumlich stark gedehnten Sexualvorginge 
fallen?. 

Der Faktor Fs iibt nun einen mehr oder weniger starken Einflu8 auf 
alle mit der Fruchtkérperbildung im Zusammenhang stehenden Ent- 


* Das abweichende Verhalten der beiden Paarungen Bayg x13 und Bayg x95 wird 
ebenfalls erklarlich, wenn man zusatzlich beriicksichtigt, da® als einzige Stamm- 
kreuzung Bay, x St, keine Schnallen bildete. Sicher ist eine individuelle, physiologi- 
sche Besonderheit des Haplonten Ba,, dafiir verantwortlich. 
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wicklungsvorgange aus. So fielen Fs/++--Paarungen in Kreuzungen inner- 
halb von Ba und vor allem zwischen verschiedenen Stémmen haufig durch 
zahlreiche, groke, braungelb gefarbte und kaum ,,behaarte‘‘ Frucht- 
korper auf, deren Bildung haufig schon einsetzte, bevor das Mycel den 
halben Durchmesser durchwachsen hatte. Die Entwicklungsgeschwindig- 
keit, Zahl und GréBe der +/-+-Fruchtkérper fielen dagegen ab; sie 
streuten auch nicht so reichlich und sahen ihrer staérkeren ,,Behaarung“‘ 
wegen weiBgelb aus. Glichen sie innerhalb von Ba grundsitzlich den 
Fruchtk6rpern der Inter-se-Kreuzung von St, so verwischten sich in 
Stammkreuzungen die Unterschiede zu den Heterozygoten fast véllig 
(Abb.8). Ein besonders charakteristischer Habitus wurde durch den 
Genotyp Fs/Fs bedingt (Abb.7). Teils bildeten sich hier zahlreiche, nie 
mehr als 1—3 mm gro8e, gelbbraune, schwach ,,behaarte‘‘ Fruchtk6rper- 
anlagen, die zunachst kugelig, spater gestreckt mit einer Einsenkung an 
der Spitze in dieser Weise auch die Entwicklung von F's/-+--Fruchtkérpern 
einleiten. In anderen reinerbigen Kombinationen verschmolzen sie jedoch 
zu einer geschlossenen, pseudoparenchymatischen Mycelmasse, die am 
Sockel stets dicht ,,behaart‘‘, auf ihrer hirnartigen Oberflache dagegen 
durch reihenweise angeordnete Hyphenbiischel dem bloBen Auge so etwas 
wie Lamellenanlagen vortéuschten. Diese Gebilde manifestierten sich 
unabhangig von der Beleuchtung sehr regelmafig (Abb.7) und waren in 
jedem Falle steril. Die Mutationsrasse kann also nicht weitergeziichtet 
werden. 

Um die Annahme eines dominanten Mendelfaktors zu erharten, soll 
durch Kreuzungsversuche gepriift werden, ob sich die Nachkommen- 
schaft der +-/+--Fruchtkérper rein weiterziichten 1a8t und aus der Folge- 
generation der F's/+--Paarungen wieder beide Merkmale in dem vom 
Ausgangsstamm Ba her bekannten Verhaltnis herausspalten. 

Von einem Fruchtkérper der im Dunkeln gut fruktifizierenden F's/--- 
Paarung Bag,., (= 2Ba) wurden 20 Einspormycelien, 2 Ba», gewonnen. 
Um sie hinsichtlich ihres Faktors fiir Dunkelfruktifikation eindeutig zu 
bestimmen, wurden sie ebenfalls mit den fiinf St-Testmycelien gekreuzt 
(Tab.6 links). Fs manifestiert sich in den Paarungen von 11 der 20 
2Ba-Haplonten und zeigt wieder eine auffallend hohe Penetranz und 
Expressivitat. Auch die reinerbig rezessiven Kombinationen fruktifi- 
zieren im Licht wieder auBerordentlich stark und regelmaBig. Die Selb- 
stung der 2Ba-Einspormycelien kann hiernach wieder in einem ubersicht- 
lichen Kreuzungsschema dargestellt werden (Tab.7), in dem neben der 
unterschiedlichen Lichtabhingigkeit vor allem abermals die verschieden 
starke Expressivitat des Faktors Fs in den Allelkombinationen Fs/-- 
und F's/Fs sowie die in letzteren gestorte Schnallenbildung zutage treten. 
Die Fs/-++-Paarung 2Ba verhailt sich also tatsachlich wie der als hetero- 
zygot angenommene Ausgangsstamm Ba. Demgegeniiber erwiesen sich 
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die von der im Dunkeln nicht fruktifizierenden -+/+--Kombination 
Ba, x (= 1 Ba) abgeleiteten Einspormycelien der f,-Generation 1 Ba,_, in 
der Stammkreuzung durchweg als Fst-Haplonten (Tab.6 Mitte). Nach 
Inter-se-Kreuzung wurde eine F,-Generation erhalten (Tab.8), die ebenso 


Tabelle 7. Ba-F',-Fruchtkérper- und Schnallenbildung. 
F, der F's/++--Paarung 2 Ba 
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Ba, (A?B?+-) mit den jeweils hin- 
sichtlich des Geschlechtstyps mit 
ihnen kreuzbaren 1 Ba-Fs*-Einspormycelien der f, (Tab. 8). Fruchtkorper- 
bildung tritt nur im Licht auf, wahrend die Riickkreuzung von 1Ba, 
(A1B?2-++) und 1Ba,, (A?B!+-), den Elternhaplonten von 4Ba, mit allen 
jeweils vertraglichen F's- und Fst-p-Haplonten des Ausgangsfruchtkorpers 
Ba erwartungsgemaB in den F's/-+--Paarungen wieder Dunkelfruktifi- 
kationen lieferte (Tab. 9, 10). 

In der Tatsache, da® die Starklichtkulturen von 1 Ba in der F, durch- 
schnittlich, die von 4Ba in der F, jedoch sehr stark und regelmabig 
Fruchtkérper bilden, darf vielleicht die Méglichkeit gesehen werden, auf 
die ZATTLER (1924) anspielt, namlich durch bewuBte Auswahl wppig 
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fruktifizierender Paarungen zur Weiterzucht, einen erblich gut frukti- 
fizierenden Stamm zu ziichten. 

Wurde vom Fs/-+--Ausgangsstamm Ba eine noch in der F; (4Ba x 4Ba) 
rein rezessive Rasse aus dem -+-/+--Fruchtkoérper der F,, 1 Ba, gewonnen, 
so konnte auch aus der Fs/+-Paarung der F,, naémlich 2Ba, durch 


Tabelle 8. Ba-F,-Fruchtkérperbildung 
F, der Fst/Fst-Paarung 1Ba. Riickkreuzwng der 1Ba-Fs*-Einspormycelien mit den 
Fs+-Elternhaplonten von 1Ba, Ba, und Ba, 
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Tabellen 9 und 10. Riickkreuzung der F's+-f,-Geschwisterhaplonten 1 Ba, und 1 Bay, mit 
den jeweils vertriglichen Fs- und Fst-p-Einspormycelien von Ba 
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Kreuzung der Fst-f,-Haplonten 2Bas,,(=5Ba) und daraus eine der 
Wildrasse entsprechendeF’,-Nachkommenschaft gezogen werden (Tab. 12). 
Uberhaupt entsprachen in verschiedenen Generationen von Ba alle + /-+-- 
Paarungen in ihrem Verhalten den Wildstaémmen, so dafs diesen der 
gleiche rezessive Faktor Fs* (oder jeweils ein multiples Allel Fs") zu- 
geschrieben werden kann. 


Tabelle 11. Ba-F,-Fruchtkérperbildung. 
F, der Fst/Fst-Paarung 1 Ba, ,. 4, = 4 Ba 


A*B?F st A2B Fst 
—=—_—SSe———eee ——————OOooo 7 
4Ba| 5 ONE 28 149 716 i) ei a) oo ae 
Dunkel Dunkel 
7 OM h ane Our © A1B?Fs+ 10 Ome Om Om On © 
9 Omm Omer Om On 0) 
A'Bt Est 11 OF Or AOa Oy A® Starklicht 
12 OFF Or Oe Oe eo A1B?F's+ 10 INGEN e NiageeNGEEN 
Starklicht 
‘7a ie Ni TIN dN] 
OR eN Nese No EN, 
1p 
Bist) 44 |N N N N N 
1 Ne NNN Ni 
Tabelle 12. Ba-F3-Fruchtkérperbildung. 
F, der Fs+/Fs+-Paarung 2 Ba; ,.4 = 5 Ba 
A?B' Fst AB Fst 
—aSaS—— oo 
5Ba | 5 ak i Nala) oaks 5 tale gall pean” “2a 4) 0 18 
Dunkel Dunkel 
Bepetse fo UO VOTO 'O (0 *0 (OEM OreO S0rF 0 
MBEst} 9) 0 0 O O 
Starklicht Our ON Oe.O 
Al1B?Fs+ 1|HN Ho HN HN n N 0 . 
| Starklicht 
3| N HN H® n 
A2B?Fst+) 9| N HN HN n 
LAS NG EL Nie 1 


Auch ein aus einer +-/-+--Stammkreuzung Ba, x Sf; gewonnener Frucht- 
kérper (= 1 BaSt) zeigte nach Selbstung erwartungsgemaB keine Dunkel- 
fruktifikationen (Tab. 14). Diese traten dagegen in der F, der im Dunkeln 
schnell und ippig fruktifizierenden Paarung Bagg (A1B?Fs) x St, (A®B*+-) 
— 2BaSt wieder auf (Tab. 13). Da von den vier auftretenden Geschlechts- 
typen A1B?, A1B?, A’B4 und AB? nur ersterer sich mit allen fiinf 
Fs+-Testhaplonten von St riickkreuzen labt, wurden auf diese Weise nur 
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die Einspormycelien dieser Geschlechtsfaktorenkombination hinsichtlich 
ihrer Anlage fiir Dunkelfruktifikation bestimmt (Tab.6 rechts). Die 
Kreuzungsiibersicht (Tab. 13) erlaubt aber nach den bisherigen Ergeb- 
nissen, auch die Haplonten der anderen Mendelklassen anzusprechen. So 
muB 2BaSts, da es mit dem als Fs erkannten 2 BaSt, einen Normalfrucht- 
kérper im Dunkeln bildet, ein Fst-Haplont sein. Daraus, dab 2 BaSte x14 


Tabelle 13. 
Fruchtkérperbildung der F, aus der Fs/+ -Stammkreuzung Bagg X St; = 2 BaSt 
7 
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ee ae 
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Tabelle 14. Fruchtkérperbildung der F, aus der 
F's+/F's+-Stammkreuzung Ba, x St; = 1 BaSt 
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Tankers cae ee ; : : ‘ 

rae itruktifikation Ze igt, wobei 2 BaSt,, als Fs* bestimmt ist, folgt fiir 

2BaSt, der Faktor Fs, fiir den auch die Fruchtkérperanlagen mit den 

Bs- Bi Ss » alle ) Y 4 ev at } } ] 
Hee mycelien 2BaSt, 9 4, sprechen. Auf diese Weise lassen sich 

auch die tibrigen festlege i sni i i 

| i brigen festle gen, mit Ausnahme von 2 BaSt,3, bei dem weitere 

\reuzungen erforderlich waren, Das Auftreten der fiir den Genotyp Fs/Fs 

kennzeichnenden Fruchtkérperanlagen nach dem Einkreuzen des Fak- 
* 7 “ ° s | . . . 

tors F's in einen Stamm, der diese Anlage nicht besitzt, zeigt besonders 
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deutlich, daB es sich bei Fs um eine bestimmte, selbstandige, in den 
Chromosomen lokalisierte Erbeinheit handelt. 

Die umfangreichen', experimentellen Befunde fiigen sich also reibungs- 
los der anfanglichen Arbeitshypothese, daB die besondere physiologische 
Leistung des Schizophyllum-Stammes Ba,im Dunkeln Fruchtkérper 
zu bilden, durch einen dominanten Mendelfaktor bedingt 
wird. Das Gen? Fs ist nicht mit einem Allel des Geschlechts- 
faktors A oder B gekoppelt. Dies folgt daraus, da es mit annahernd 
gleicher Haufigkeit (Erwartung 25°/,) mit den vier Kombinationen der 
Geschlechtsfaktoren vorkommt (Tab. 4, 5, 6,7). In der F, der Stamm- 
kreuzung 2BaSt mendelt Fs auch unabhangig mit den neuen multiplen 
Allelen (Tab. 13). 

Auffallend ist, daB sich F's in heterozygoten Stammkreuzungen mit St 
schnell und mit erhoéhter Penetranz und Expressivitat auspragt und auch 
die BaSt-+-/+--Paarungen im Licht mit groBer RegelmaBigkeit tppige 
Fruchtkorper bilden (Tab.4, 6; Abb.8). Ein entsprechendes Verhalten 
zeigte sogar der nach Selbstung auch im Starklicht nur sehr schwach und 
langsam fruktifizierende Stamm Wz nach Einkreuzen von JBa- 
Haplonten (Tab.15, 16). Diese starke Steigerung der Fruchtk6rper- 
bildung in den F,-Bastarden kann vielleicht durch Heterose erklart 
werden. 

Bei Annahme mehrerer, additiv zusammenwirkender, dominanter Gene kime 
diesen nicht nur ein verschiedener Wirkungsgrad sondern auch ein jeweils spezifischer 
Einflu8 auf Entwicklungsgeschwindigkeit sowie Zahl und GroBe der Fruchtkérper 
zu: daher ware auch Fs zu ihnen zu rechnen (siehe 8.406f). Bei BaStund Ba W7konn- 
ten Zahl und Haufigkeit der Hauptgene sowie durch die verschiedenen Restgeno- 
typen deren Penetranz und Expressivitat schwanken. 

Das Vorliegen eines Luxurierens der F,-Bastarde erfordert neben der tiber beide 
Elternteile hinausgehenden Merkmalssteigerung zusiitzlich (KappERT 1930) den in 
den Folgegenerationen fortschreitenden Abfall der Auspragungsstarke und -haufig- 
keit bei Inter-se-Kreuzung. Obgleich jeweils von den iippigsten Fruktifikationen 
ausgegangen wurde, konnte tatsachlich auch letzteres in der F,-Nachkommenschaft 
der Bastardfruchtkérper 2BaSt und 1BaSt beobachtet werden (Tab. 13, 14). Da 
sicher mehrere Faktoren mitspielen, konnen schon in der F, verhaltnismaBig wenig 
Individuen mit giinstiger Faktorenkombination auftreten ; im Fall des F's/-+- -Frucht- 
kérpers 2BaSt wird allerdings dies Nachlassen der Fruchtkérperbildung durch den 
Sterilitatseffekt der Fs/Fs-Paarungen tibertrieben. 


Stammkreuzungen sind also am geeignetsten, um bei 
schlecht fruktifizierenden Stéammen zu guter Fruchtkorper- 
bildung zu kommen. 


1 Allein die Zahl der Fruchtkérperkulturen in den Erlenmeyerkolben belief sich 
schon bei einmaliger Ausfiihrung auf 2000 Stiick; die dazu erforderlichen Schrag- 


rohrchen iiberstiegen diese Anzahl. ae 
2 Die Méglichkeit einer Chromosomenmutation irgendeiner Art, die ja auch 


mendelt, mu vernachlassigt werden. 
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Wenn St, in der Reihe der Priifmycelien (Tab. 4, 6) fehlt, so liegt das daran, daB 
es mit der Zeit fortschreitend die Fahigkeit zur Fruchtkérper- und schlieBlich auch 
zur Schnallenbildung verlor. Mit dieser Besonderheit einiger St-Einspormycelien 
ging ein bezeichnender Habitus einher: das Luftmycel schwand vollig, und an seine 
Stelle traten nasse, fidige, dem Substrat anliegende Hyphen. Hine Regeneration 
durch einen Wechsel des Nahrbodens war ebenso unméglich wie der Nachweis einer 


Infektion. 


Tabelle 15. Schwache Fruchtkérperbildung der F, des Wildstammes Wi im Starklicht 
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Tabelle 16. Fruchtkérperbildung der Stammkreuzung zwischen Ba-und Wi-p-Haplonten ; 
HinfluB des Hinkreuzens von Ba-Einspormycelien 
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Beim Zusammenimpfen zweier vertriglicher Fs+- oder eines Fs+- und eines 
Fs-Haplonten mit einem damit unvertraglichen F's-Einspor- oder F's/Fs-Paarkern- 
mycel ergaben sich keine Anhaltspunkte fiir eine stoffliche Beeinflussung hinsicht- 
lich der Fahigkeit, im Dunkeln zu fruktifizieren oder nur Fruchtkérperanlagen 
bilden zu kénnen. 

Vielsporkulturen von den Ausgangsstiimmen, den Ausgangsfruchtkérpern der 
einzelnen Generationen und einer Anzahl beliebiger Fs/-+-- und ++ /+--Fruchtkérper 
zeigten, wenn auch weniger ausgeprigt als dieZweierkombinationen, grundsatzlich 
die Lichtabhangigkeit der Fruchtkérperbildung, die nach der genetischen Konsti- 
tution zu erwarten war. 


Nun steht es bei den Ausgangsstiémmen nur fiir je zwei miteinander 
vertragliche Geschlechtstypen frei, innen von beiden Reihen multipler 
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Allele beliebige der in Aussicht genommenen Exponenten zuzuschreiben ; 
die Benennung der beiden tibrigen kann dann entweder auf Grund der 
von KnrEp (1928, 1929) entdeckten héheren Mutationsrate im A-Locus 
oder, wie hier, nach Papazian (1949, 1950b, 1951) mit Hilfe des in den 
vier grundsatzlichen Kombinationstypen bezeichnenden Habitus erfol- 
gen. Das Ergebnis der Versuche in Malzagar-Petrischalen zeigte iiber- 
einstimmend fiir alle Stamme, daB die Unterschiede nicht so scharf 


Ga 9, ST, Bay gxSly 


Abb. 8. Steigerung der Fruchtkérperbildung in +/+-Stammkreuzungen (Bdg3 ¥ S62 ,4,5,6,7); 
Fliche des groBten Fruchtkérpers Bass x St; = 6,6 em®. St, bewirkt eine besondere Gestalt! 


hervortraten, wie sie Papazian (1950b) abbildet. Vor allem in den 
Kombinationen mit tibereinstimmendem B-Allel bildete sich die ,,Bar- 
rage‘ nur voritbergehend und schwach aus; aber auch die ,,Flat’’-Mycelien 
der Haplonten mit gemeinsamem A-Faktor lieSen manchmal Luft- 
mycel erkennen. Raper u. San AnTONTO (1954) weisen angesichts ahn- 
licher Beobachtungen auf einen individuellen EinfluB der Einspormyce- 
lien und auf die unterschiedlichen Kulturbedingungen hin. Danach ver- 
wischen sich die Charakteristica auf Nahrbéden, die reich an natiirlichen 
Substanzen sind (Malzextrakt)!. 

Immerhin erwiesen sich Geschlechtsmutationen, die an zwei letzt- 
lich auf diese Weise bestimmten 1 Ba-Haplonten auftraten, als Mutatio- 


nen im A-Locus?. 


1 PapazraNn verwendet einen Glucose-Pepton-Nahrboden. 
2 Papazrans Faktoren entsprechen wahrscheinlich denen KnrEps (PAPAZIAN 1951). 


Ola; 
Arch. Mikrobiol., Bd. 31 wit 
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IV. Schlu8betrachtungen 


Die tiefgreifende Wirkung des Lichtes auf die Entwick- 
lung der Fruchtkérper aufert sich in dreifacher Weise: 
1. auslésend und férdernd?, 2. formativ und 3. tropistisch?. 
Daf das Licht nicht nur als auslésender Reiz des verwickelten Prozesses 
der Fruchtkérperbildung in Betracht kommt, geht schon aus dem Fehlen 
einer Nachwirkung wie auch aus der Steigerung des Fruchtkérpertrocken- 
gewichts hervor. Die fordernde Wirkung gilt sicher nur bis zu einem be- 
stimmten Lichtoptimum (Abb.5); ob die Anlage der Fruchtkérper durch 
eine vorhergehende Hemmung des vegetativen Mycelwachstums, wie 
Facx (1923) meint, ausgelést wird, kann auch hier nicht entschieden 
werden. Da nichts iiber ein die Suszeption der Lichtenergie vermittelndes 
Pigment bekannt ist und auch noch nicht versucht wurde, gewisse 
Stufen der zur Fruchtkérperbildung fiihrenden Stoffwechselvorgange 
experimentell zu trennen, fehlt hinsichtlich der morphogenen Wirkung 
des Lichtes jede Vorstellung. 

Wenn auch von zwei in positiver wie in negativer Hinsicht wirtschaft- 
lich bedeutsamen Hymenomyceten, Psalliota bispora (WOLF u. WOLF 
1949; Hawker 1950) und Merulius lacrymans (FALcK 1923), bekannt ist, 
daB ihre Fruchtkérperbildung unabhangig vom Licht ist, so miissen 
Dunkelfruktifikationen doch als Ausnahmen gelten. Unter einigen 
Dutzend untersuchter Hymenomycetenarten besitzen nach Lone u. 
Harsouw (1918) nur drei, simtlich Polyporaceen, diese besondere physio- 
logische Fahigkeit. Schon BREFELD (1889) unterscheidet neben solechen 
Arten, die eine bestimmte Lichtmenge zur Induktion der Fruchtkérper- 
bildung erfordern, eine weitere morphologische Gruppe, deren Vertreter 
im Dunkeln zwar Fruchtk6érper anlegen, aber nicht zur normalen Ent- 
wicklung bringen (Vergeilung). Die fortschreitende Unabhangigkeit vom 
Licht erreicht bei den Arten, die auch im Dunkeln in Gestalt und Funk- 
tion normale Fruchtkérper ausbilden, ihren Héhepunkt. Da allein die 
Gattung Coprinus Vertreter aller drei Gruppen liefert, scheint die Licht- 
abhangigkeit der Fruchtkérperbildung ebensowenig auf verwandtschaft- 
liche Beziehungen hinzuweisen, wie bei niederen Pilzen etwa die unter- 
schiedliche Abhangigkeit von der Zufuhr des Vitamins B,. Von Coprinus 
lagopus beschreibt zwar ScHENncK (1919) schon zwei ,,physiologische 
Rassen‘* unterschiedlicher Lichtbediirftigkeit. Weil jedoch beide ohne 
Licht fruktifizieren, die ,,Rassenunterschiede“ also nur quantitativ sind 
und iiberdies andere morphogene Faktoren bei Coprinus mitspielen 
(Borriss 1934), bezweifelt schon Borrtss, da® es sich hier um verschie- 


Der Ausgangsstamm Ba zeigte im Licht eine tagesrhythmische Anlage der 
Nan 7 ee = . = . . . ‘ . . . 
Fruchtkérper in konzentrischen Ringen und damit noch eine gewisse Licht- 
abhangigkeit. 
* Vergleiche Anmerkung §. 395. 
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dene Rassen handelt. In der vorliegenden Arbeit wird daher erstmals 
innerhalb einer Art ein qualitativer Unterschied festgestellt und durch 
Ermittlung des Erbgangs auf eine Mutation zurickgeftihrt. Damit ist 
nicht gesagt, daB es sich bei den Dunkelfruktifikationen anderer Hymeno- 
mycetenarten um Parallelmutationen handelt. Es wurde oben ausfiihr- 
lich dargelegt, wie grundlegend die Mutation F's die Reaktionsnorm auf 
die fiir die Fruchtkérperbildung wichtigste AuBenbedingung verandert. 
Die Auspragung des Merkmals Dunkelfruktifikation wird dann merklich 
durch den genetischen Hintergrund und kaum durch die AuSfenfaktoren 
beeinfluBt. 

Der Sterilitdtswirkung in den reinerbigen Fs/Fs-Paarungen konnen 
zweierlei genetische Gegebenheiten zugrunde liegen: 

1. Fs ist ein dominanter Mendelfaktor mit rezessivem Sterilitatseffekt, 
oder 

2. mit Fs ist ein rezessiver Sterilitatsfaktor eng gekoppelt. 

Bei Collybia velutipes beruht nach ZarruER (1924) die Braunfarbung 
der Einspormycelien auf additiver Polygenie zweier voneinander und 
von den Geschlechtsfaktoren unabhangig spaltender Mendelfaktoren. 
Bemerkenswert ist, daB die rein weiBe, in beiden Genpaaren rezessive 
Rasse (rv Xrv) zwar stets Schnallen bildet, diese jedoch vergleichsweise 
weniger ausgeprigt sind, und daB die Ausbildung von Fruchtkérpern oder 
auch nur deren Anlagen unterbleibt. Da jedoch im Freien, wenn auch 
sehr selten, Albinofruchtkérper von C. velutipes gefunden wurden, nimmt 
ZATTLER mit r und v eng gekoppelte Hemmungsfaktoren und deren 
Crossing-over an. 

Beriicksichtigt man aber, daB sogar bei Letalfaktoren ,, Durchbrenner“ 
auftreten (HADORN 1955), daB im Fall von Fs bei allerdings nur 45 F's/Fs- 
Paarungen (Tab.5, 7) kein ,,Faktorenaustausch* vorkam, ferner dab 
auch viele biochemische Mutanten eine herabgesetzte Fahigkeit zur 
Dikaryotisierung und Schnallenbildung zeigen, so liegt die einfachere 
Annahme eines rezessiven Sterilitatsfaktors mit Dominanz- 
effekt naher!. SchlieBlich bringt nach LINDEGREN (1942) der einfache 
Aufbau und der Mangel differenzierter Strukturen es bei den Pilzen 
(Neurospora) mit sich, dal praktisch jedes Gen auch unspezifisch den 
gesamten Thallus und damit die Auspragung jedes anderen Gens beein- 
fluBt2. Da Fs (s. 8.406f.) auferdem in den Fs/+-Kreuzungen 
auf Entwicklungsgeschwindigkeit, Zahl, GréoBe und Aus- 
sehen der Fruchtkérper einwirkt, kann es als polyphaner 
Mendelfaktor gelten. 

Die Anwesenheit beider mutierter Allele fiihrt offensichtlich zu einer 
Stérung im abgestimmten Gesamtgetriebe der Genwirkungen. Die 

1 Daher klein s in der Genbezeichnung Fs. 


2 Deshalb Phanotyp von Doppelmutanten bei Neurospora nicht vorhersagbar. 
Mike 
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Sterilitatswirkung von Fs in doppelter Gendosis mani- 
festiert sich nicht phasenspezifisch sondern mit fast 50°/, Aus- 
prigungshaufigkeit bereits haplophasisch (heterokaryotisch?) beziiglich 
der Schnallenbildung und mit 100°/, dikaryotisch hinsichtlich einer 
vollstiindigen Fruchtkérperbildung. Beide Merkmale stehen ohnehin 
miteinander in Beziehung. Den Heterozygoten und trotz der Sterilitats- 
wirkung auch ihren Nachkommen verleiht Fs mit seinem Manifestations- 
muster im Freien nicht nur bei der Besiedelung neuer, lichtarmer Stand- 
orte vielleicht einen héheren Auslesewert. 

Sterilitatsfaktoren sind bei Neurospora gut untersucht, bei den Hymenomyceten 
bislang aber nur von ZATTLER (1924) bei Collybia velutipes (siehe oben) und GREIs 
(1942) bei Solenia anomala beschrieben. GREIS weist beiSolenia sogar fiinf verschie- 
dene, phasenspezifische, rezessive Sterilitatsfaktoren nach; in dieser Reihe von 
vielleicht multiplen Sterilitatsallelen verhindert auch einer jedwedePlasmogamie, also 
damit auch die Schnallenbildung, und ein weiterer macht auf spaterer Entwicklungs- 
stufe die Fruchtkérperbildung unmédglich. Bezeichnenderweise kommen hier die 
Anlagen nicht iiber basidienfreie Mycelpolster hinaus, und die Schnallenbildung ist, 
wenn nicht abnorm, so doch schwach ausgepragt. Wenn allerdings GREIS im An- 
schlu8 an HARTMANN (1956) in dem Bestreben, die tetrapolare Sexualitat der Hyme- 
nomyceten auf ein bipolares Schema zuriickzufiihren, an die Stelle eines von KNIEPS 
kopulationsbedingenden Faktoren Sterilitétsfaktoren setzt, die mehr als zwei 
Geschlechter vortéuschen sollen, so erwachsen dieser Annahme grobe Schwierig- 
keiten (Knrep 1929/30). 

Da das Gen Fs unabhangig von den Geschlechtsfaktoren A und B 
mendelt, kann esim III., ,,autosomalen** Chromosom!?! lokalisiert 
werden: es ist also mit dem Zattlerschen Gen fiir Knauelfruchtkérper- 
bildung gekoppelt. 

Wenn auch experimentelle, biochemische Mutanten bei Pilzen gezeigt 
haben, da ein Gen die Synthesefahigkeit eines bestimmten, lebensnot- 
wendigen Stoffes steuert, so darf aus der Tatsache, daB die Frucht- 
k6rperbildung im Dunkeln ebenfalls durch einen Mendelfaktor kontrol- 
liert wird, nicht auf eine dhnlich einfache, stoffliche Primarwirkung 
geschlossen werden. Gleichgiiltig, ob man dabei an die Bildung eines 
spezifischen Fruchtkérperbildungsstoffes oder an den Ausfall eines 
Hemmstoffes durch den Mutationsschritt denkt: in jedem Falle liegt er 
auBerhalb der Wirkstoffe, die von einem in dieser Hinsicht doch sehr 
vielseitig zusammengesetzten Nihrboden wie Malz- und Hefeextrakt her 
bekannt sind. 

Die vorliegenden Untersuchungen haben verdeutlicht, wie Eintritt und 
Ablauf der Fruchtkérperbildung durch das Zusammenwirken von erblich 


festgelegten Potenzen mit bestimmten Gegebenheiten der Umwelt 
bedingt werden. 


In Ubereinstimmung mit der bei Drosophila iiblichen Verfahrensweise sollen 


die Geschlechtschromosomen mit dem Faktor A (= I.) und B(=II.) zuerst ge- 
zihlt werden. 
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Zusammenfassung 


1. Licht ist der einzige AuRenfaktor, der auf die Fruchtkorperbildung 
von Schizophyllum commune einen tiefgreifenden EinfluB ausiibt. 

2. Die Wirkung des Lichtes auf die Entwicklung der Fruchtkérper 
auBert sich in dreifacher Weise: 1. auslésend und férdernd, 2. formativ, 
3. tropistisch. 

3. Die von Schizophyllum bekannten, geweihartigen Gebilde sind als 
Schwachlichtformen normaler Fruchtkérper aufzufassen. 

4. Zur Entfaltung der normalen Fruchtkérpergestalt und -funktion 
sind hohe Beleuchtungsstarken bzw. Lichtmengen von Sonnen- oder 
Glihlicht erforderlich. 

5. Wahrend die Fruchtkérperbildung aller bislang bekannt gewordenen 
Schizophyllum-Stamme ans Licht gebunden ist, vermag der Stamm Ba 
(Baarn) in volliger Dunkelheit normale Fruchtk6érper zu bilden. 

6. Erbgang und Aufspaltungszahlen zeigen, daB fiir diese besondere 
physiologische Fahigkeit ein dominantes Gen, Fs, verantwortlich ist. 

7. Dariiberhinaus bewirkt Fs in heterozygoten Fs/-+--Paarungen poly- 
phan eine Steigerung der Entwicklungsgeschwindigkeit, Zahl und GroBe 
der Fruchtk6rper sowie einen kennzeichnenden Habitus. 

8. Kine rezessive Sterilitatswirkung des dominanten Mendelfaktors Fs 
manifestiert sich in der Mutationsrasse nicht phasenspezifisch mit 
annadhernd 50°/, Auspragungshaufigkeit haplophasisch hinsichtlich der 
Schnallenbildung, mit 100°/, dikaryotisch beztiglich einer vollstandigen 
Fruchtkorperbildung. 

9. Das Gen Fs ist nicht geschlechtsgekoppelt und kann im III., dem 
autosomalen Chromosom lokalisiert werden. 

10. Stammkreuzungen sind am geeignetsten, um bei schlecht frukti- 
fizierenden Stémmen zu guter Fruchtkorperbildung zu kommen; dies 
wird als Hinweis auf eine polygene Grundlage der Fruchtk6rperbildung 
gedeutet. 


Herrn Prof. Dr. R. Harper danke ich fiir die Anregung zu diesen Untersuchun- 
gen sowie fiir die giinstigen Arbeitsbedingungen am Gottinger Institut. Fir Rat- 
schlage und Diskussionen bei der Abfassung der Arbeit bin ich Herrn Dr. B. 
ScHWEMMLE sehr verbunden. 
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Die farblosen fadigen Schwefelmikroben miissen wir ohne Zweifel zu 
den Cyanophyceen und nicht zu den Bakterien einreihen (PRINGSHEIM 
1949, Harper 1954, RippeL-BatprEs 1955). Diese Auffassung haben 
kiirzlich Baur u. Scowartz (1957) durch vergleichende cytologische 
Untersuchungen an Beggiatoa und Thiothrix sowie an Oscillatoria und 
Phormidium zu stiitzen versucht. Ein kurzer Hinweis findet sich auch bei 
v. Zastrow (1953). Da wir bei unseren laufenden Untersuchungen an 
Cyanophyceen ebenfalls Parallelversuche mit Beggiatoa alba (Vauch.) 
Trev. und Thiothria nivea (Rabenh.) Winogr. durchfiihrten, sollen unsere 
bisherigen Ergebnisse kurz dargestellt werden. 


Die benutzten Mikroben wurden ihren natiirlichen Standorten direkt ent- 
nommen. Beggiatoa alba entwickelt sich mehr oder weniger iippig in einem kleinen 
Wasserbecken auf verrottetem Kuhdung in einer dunklen Ecke des hiesigen Warm- 
hauses. T'hiothrix nivea iiberzieht in jedem Friihjahr in dichten Rasen Helodea 
canadensis-SproBe in einem Freilandbecken, das im Winter zugedeckt und mit Laub 
abgedeckt wird. 

Zur Vitalfarbung dienten Acridinorange (Merck), Berberinsulfat (Merck), 
Neutralrot (Merck), Nilblausulfat (Griibler), Toluidinblau (Merck), Methylenblau 
(Merck). Ferner wurden Reaktionen mit dem Nadi-Gemisch und 2,3,5-Triphenyl- 
tetrazoliumchlorid (Merck) durchgefiihrt. Die Vitalfarbstoffe wurden allgemein in 
Lésungen 1:10000 in Leitungs- oder in destilliertem Wasser angewandt. 

Fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Wandstruktur erwies 
sich als beste Methode eine dreitiigige Vorbehandlung der Zellfaden mit abs. Alkohol, 
da sich hierbei der Schwefel bis auf geringe Reste léste. Daran schloB sich eine fiinf- 
stiindige Kinwirkung von 50°/, Chromsiure an. Bei T'hiothria war eine mehrtagige 
Behandlung mit 20°/, Chromsiure besonders giinstig. 

Zur Darstellung des Zellinnern wurden die Faden mit 1°/) OsO, bei px 7,2 fixiert 
und in der iiblichen Weise in Plexiglas oder in Vinox N 5 (Procédé Vinox Laboratoire 
du Dr. Walmar Schwab, Généve) eingebettet und mit dem Mikrotom nach Sjostrand 
Typ LKB 3314 oder mit dem Servall-Mikrotom nach Porter-Blum unter Verwen- 
dung von Glasmessern geschnitten. Teilweise erfolgte eine Kontrastierung mit 


Phosphorwolframsiiure (WOHLFARTH-BoTrERMANN 1957). Die Untersuchungen er- 
folgten mit dem Siemens-Stativ ELM II. 
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A. Licht- und fluorescenzmikroskopischer Teil 


Im Blaulicht (Sperrfilter OG4 + OG5) zeigen die Faden von Beggiatoa 
und Thiothrix nur eine ganz schwache homogene Higenfluorescenz. Kine 
gelbrotliche Eigenfluorescenz der Schwefeltrépfchen, wie sie von BAHR u. 
ScuwarrTz (1957) angegeben wird, konnte mit der von uns benutzten 
Fluorescenzeinrichtung (Zei$-Winkel, Quecksilberhéchstdruckbrenner 
HBO 200) nicht beobachtet werden. Im Polarisationsmikroskop lassen 
die Schwefeltrépfchen das typische Spharitenkreuz erkennen, auerdem 
weisen die Langswande (Scheiden) eine éuBerst schwache Doppelbrechung 
auf. Dagegen konnte bisher zum Unterschied von Oscillatoria (ULLRICH 
1929, Drawer 1949, MerzNEeR 1955) keine Doppelbrechung der Quer- 
winde beobachtet werden. Wie schon oft beschrieben worden ist, sind die 
Querwande in den schwefelfiihrenden Faden auch im normalen Licht- 
mikroskop meist nicht zu erkennen. Bei Beg. alba treten sie aber 
sehr deutlich hervor, wenn man die Zellen auf dem Objekttrager ein- 
trocknen und nach Zugabe von Wasser wieder turgescent werden lat. 
Mit Jod-Jodkalium farbt sich der Zellinhalt entsprechend dem der 
Oscillatorien mahagonibraun, so daB die Zellen reich an Glykogen sein 
diirften. 

Mit den Farbstoffen ergaben die Zellen im einzelnen folgende Reak- 
tionen. 

Acridinorange 

Bei den normalen Cyanophyceen 1a8t sich mit Acridinorange die 
,Zentralsubstanz‘ elektiv grin fluorochromieren (v. ZASTROW 1958, 
Krieg 1954, Drawer u. MurzNer 1956, Baur u. Scuwartz 1957). Bei 
der durch Keritomie veranderten Oscillatoria Borneti ist dies allerdings 
nicht méglich, hier farbt sich das gesamte Plasma (DRAWERT u. METZNER 
1958). Schwefelfreie Beggiatoa- und Thiothrix-Faiden zeigen nach BAHR u. 
Scuwarrz nach Acridinorange-Behandlung ,,einen zentralen, besonders 
in seinen Randzonen kraftig gelb-griin fluorescierenden Strang. 
vy. Zastrow konnte dagegen — allerdings bei Beggiatoa mirabilis — 
keinen ,,basophilen Bereich, der der Zentralsubstanz der typischen 
Cyanophyceenzelle entsprechen konnte‘‘, nachweisen. 

Nach unseren eigenen Untersuchungen fluoresciert in den Zellen von 
Beg. alba eine Art Zentralsubstanz zunachst grin. Zum Unterschied von 
Oscillatoria nimmt hier die ,,Zentralsubstanz‘‘ aber einen viel gréBeren 
Raum der Zelle ein, nur ein schmaler, peripherer Bereich bleibt ohne 
Fluorescenz (Abb. 1). Diese ,,Zentralsubstanz kann eine mehr oder 
weniger homogene, eine granulare, eine zerkliiftete oder auch faden- 
knauelartige Struktur besitzen, und zwar unabhangig vom Schwefel- 
gehalt. Bei Jangerer Farbstoffeinwirkung schlagt die Fluorescenz all- 
mahlich von Grin tiber Gelb nach Kupferrot um. Im Gegensatz zu 
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Oscillatoria Borneti kann keine Fluorescenz der Querwiinde beobachtet 
werden. In der Intensitét der Fluorescenz kénnen sich die Zellen eines 
Fadens unterscheiden. 

Bei Thiothrix nivea leuchtet der ganze Protoplast homogen oder 
granuliert griin. Die vorher im normalen Lichtmikroskop nicht zu 
erkennenden Querwiinde heben sich im Fluorescenzmikroskop als dunkle 
Streifen deutlich vom leuchtenden Plasma ab (Abb. 2). In den schwefel- 
haltigen Faden bleiben die Schwefeltrépfchen dunkel ausgespart. 


Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Schwefelfreie Zellen von Beggiatoa alba mit Acridinorange vital fluorochromiert. 
Griine Fluorescenz der ,,Zentralsubstanz* 


Abb. 2. Schwefelfreie Zellen von Thiothrix nivea mit Acridinorange vital fluorochromiert. 
Griine Fluorescenz der ganzen Protoplasten. Die sonst nicht zu erkennenden Querwande heben sich 
deutlich von den leuchtenden Protoplasten ab 


Berberinsulfat 

Mit Berberinsulfat liBt sich weder eine Zentralsubstanz elektiv 
fluorochromieren, wie es bei den normalen Cyanophyceen moglich ist 
(DRAWERT u. MerzNer 1956), noch tritt eine Granulafluorescenz auf, 
wie sie von Krina (1954) fiir Blaualgen beschrieben wird (vgl. aber 
Drawert u. Metzner 1956). Es ist nur eine homogene gelbe Fluorescenz 
des ganzen Protoplasten mit Ausnahme der Schwefeleinschliisse zu 
beobachten. 


Methylenblau und Toluidinblau 

Bei einer Behandlung der lebenden Faden mit diesen beiden basischen 
Farbstoffen tritt sowohl bei Beggiatoa wie bei Thiothrix eine diffuse blaue 
(Methylenblau) oder violette (Toluidinblau) Fiarbung auf. Eine Ent- 
scheidung dariiber, was im einzelnen gefairbt ist, war uns nicht méglich. 
Werden mit Methylenblau gefirbte Cyanophyceen nach GrrrLEr (1925, 
S. 46) mit 1°/, H,SO, behandelt, so erhalt man eine elektive Farbung der 
Metachromatinkérperchen und nach Zugabe von 0,5°/; KOH vorwiegend 
eine Farbung der Zentralsubstanz (vgl. DRAwERT 1949, TrscHER 1957). 
Werden Beggiatoa und Thiothrix ebenso behandelt, dann tritt nach 
H,SO,-Zugabe eine vollige Entfarbung ein und nach KOH-Zugabe werden 
die Faden intensiv dunkelviolett und der Zellinhalt zeigt eine ,,wolkige*‘ 
Farbung, die Querwinde sind etwas stirker gefarbt. Eine ,,Zentral- 
substanz hebt sich nicht durch eine intensivere Farbung hervor. 


Untersuchungen an Beggiatoa alba und Thiothrix nivea. VI 425 


Wahrend der Beobachtung blassen auch in KOH plotzlich die Faden ab 
und werden vollig farblos. Metachromatinkérperchen konnten weder bei 
Beggiatoa noch bei Thiothrix nachgewiesen werden. Hine stirkere Farbung 
der ,,Zentralsubstanz** mit blauem Farbton setzt aber bei Beggiatoa ein, 
-wenn die Faden in der waBrigen Methylenblaulésung absterben. 


Feulgen-Reaktion 

Seit den Untersuchungen von PoLJANSKY u. PETRUSCHEWSKY (1929) 
sind an den Cyanophyceen mit der Feulgenschen Nuclealreaktion 
haufiger positive Ergebnisse erzielt worden; allerdings verlauft die 
Reaktion nicht immer positiv (Literatur siehe bei DRaweErRrT 1949 und 
TiscHER 1957). Fir Beggiatoaceen beschreiben DELAPORTE (1939) sowie 
Bauwr u. ScHwartz Farbungen, die sie mit der Nuclealreaktion erhalten 
haben. Nach Perrer (1933) soll nur eine schwache und diffuse Plasma- 
farbung zu beobachten sein. In den eigenen Untersuchungen konnte 
trotz vielseitigster Variation der Methode! weder bei Beg. alba noch bei 
Thiothrix ein Chromidialapparat nachgewiesen werden. Nach DrEvipi 
(1954, zit. nach GurrLEeR 1955) sollen bei den Schwefelbakterien Nuclein- 
sduren nur diffus in der Zelle vorhanden sein. 


Neutralrot 

Mit Neutralrot farben sich bei Cyanophyceen bereits vorhandene 
Vacuolen bzw. werden auch erst Vacuolen unter dem Kinflu8 des Farb- 
stoffes gebildet (Literatur bei v. Zasrrow 1953, vg). auch DRAWERT u. 
Metzner 1956). Fiir Beg. mirabilis beschreibt v. ZastRow eine Vital- 
farbung bereits vorhandener Vacuolen mit Neutralrot. Weder bet Beg. 
alba noch bei Thiothrix nivea sind Vacuolen zu beobachten. Auch nach 
einer Vitalfarbung mit Neutralrot sind keine Vacuolen zu erkennen, die 
Faden zeigen nur eine diffuse, zarte, rosa Farbung. Dies trifft sowohl fiir 
schwefelhaltige wie fiir schwefelfreie Zellen zu. Im Blaulicht weisen die 
Zellen eine diffuse gelbe Plasmafluorescenz auf, die bei langerer Strahlen- 
einwirkung in Griingelb ttbergeht und mehr granular wird. 


Nadi- und TTC-Reaktion 


Zur Priifung des Oxydations- und Reduktionsvermogens wurde mit 
Beg. alba die Nadi-Reaktion (PERNER 1952) durchgefiihrt und die Reduk- 
tion von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) untersucht. Beide 
Reaktionen erfolgten, von der mikroskopischen Beobachtung abgesehen, 
im Dunkeln. In Cyanophyceen farben sich bei der Nadi-Reaktion Granula 
mit Indophenolblau (GUILLIERMOND 1926, 1933; DeELAPoRTE 1939; 
Drews u. Nrxnowrtz 1956, 1957; TiscHmr 1957). Das gleiche ist bei 
Beggiatoa der Fall. Hier treten in den Zellen so viele kleine gefarbte 


1 Fraulein Dr. Eva ScutarKe danken wir fiir die Durchfiihrung dieser Versuche. 
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Granula in Erscheinung, daB bei schwacherer VergroBerung die Schwe- 
feltrépfchen in einer homogen blauvioletten Masse zu liegen scheinen. Die 
Zellen sterben aber sehr rasch ab. Die Faden zerfallen in kurzer Zeit, und 
das Plasma tritt aus den Zellen aus; dadurch werden neben den Schwefel- 
trépfchen die blauvioletten Indophenolblau-Granula freigelegt. 

Die TTC-Reaktion verlief dagegen meist negativ. Nur an einem Tag 
entstanden im Dunkeln in den Zellen scharf umgrenzte rote Formazan- 
Granula. Auch TTC ist fiir Beggiatoa sehr giftig, so daB die Faden in der 
Loésung sehr rasch zerfallen. 


Nilblau 


Die vielen trépfchenartigen Indophenolblau-Granula bei der Nadi- 
Reaktion deuten bereits darauf hin, daB die Zellen sehr lipoidreich sein 
miissen. Zur Priifung dieser Frage wurden deshalb noch Fluorochromie- 
rungen mit Nilblau durchgefiihrt. Altere waiBrige Loésungen von Nilblau 
bedingen eine elektive, goldgelbe Fluorescenz der lipoidhaltigen Bestand- 
teile einer Zelle. Diese Fluorochromierung erfolgt bei der Verwendung 
alterer Lésungen unabhaingig von der Sauerstofftension (DRAWERT 1952, 
1953) und ist auf den Gehalt der Nilblaulésung an Nilrot zuriickzufiihren, 
das allmahlch in der waBrigen Lésung durch Oxydationsprozesse ent- 
steht (DRAWERT u. Guz 1953, GutTz 1956, Mrx 1958). An Cyanophyceen 
hat TiscHER (1957) mit Nilblau fluorescenzmikroskopische Unter- 
suchungen durchgefiihrt. Hier wurde aber das Nilblau nur als Redox- 
Indicator angewandt, also die von 
der O,-Tension abhingige Fluorescenz 
untersucht. 

Bei Beggiatoa und Thiothrix erhilt eae — 
man im Hellfeld mit Nilblau ein Boel ee Peles te 
Farbungsbild, das dem einer Vital- 
firbung mit Methylen- oder Toluidin- 
blau entspricht. Die Faden sind diffus 2... eas 

: Schwefelfiihrende Zellen von Beggiatoa alba 
violettblau mit rétlichen ,,Wolken‘’ — mit intensiver Granulafluorescenz nach 
im Zellinnern oofiirbt. Diese an tenis einer Vitalfarbung mit dilterer Nilblaulésung 


gefirbten Faden zeigen im Blaulicht 

keine Fluorescenz und bei Beg. auch keine Bewegung mehr. Nicht tiber- 
firbte und bei Beg. noch bewegliche Faden weisen aber im Blaulicht eine 
sehr intensive goldgelbe Granulafluorescenz auf (Abb. 3). Bei Thiothria 
handelt es sich allerdings weniger um Granula, hier scheint der ganze 
Protoplast zu fluorescieren, in dem sich nur die Schwefeltrépfehen 
dunkel abheben. Beide untersuchten Arten zeigen die Lipoidfluorescenz 
nur, so lange die Zellen Schwefel fiihren. Schwefelfreie Zellen sind ohne Fluo- 
rescenz, sind also wohl lipoid fret. Aus den Fluorescenzbildern zu schlieBen, 
besteht eine direkte Parallele zwischen Schwefel- und Lipoidgehalt. 
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Sudanschwarz B 
Nach unseren bisherigen Kenntnissen ist die Nilrotfluorescenz eine 
elektive Reaktion auf lipoidhaltige Strukturen. Zur Sicherung dieser 
SchluBfolgerungen fiihrten wir noch an Beggiatoa Farbungen mit 


alkoholischen Lésungen von Su- 
danschwarz B durch. Dieser Farb- 
stoff bedingt in den schwefel- 
haltigen Zellen eine intensive 
grauschwarze Farbung des Plas- 
mas. Die Farbung ist entweder 
granuliert, zum Teil sind auch 
grauschwarze tropfenartige Ge- 
bilde zu erkennen, oder die 
Schwefeltrépfchen liegen in einer 
homogen grauschwarzen Masse 
eingebettet. Um die Schwefel- 
trépfchen erscheint die Farbung 
des Plasmas intensiver, dabei 
kann es sich aber um einen op- 
tischen Effekt handeln, der durch 
die Linsenwirkung der Schwefel- 
trépfchen bedingt wird. Die In-; 


Abb. 4. Beggiatoa alba nach 50stiindiger Be- 
handlung mit 10°/, Chromsaure und anschlieBbender 
Beschallung. Die Scheide ist aufgerissen und zeigt 
klar das dichte ineinander verwobene Fibrillen- 
geflecht. Vergr. 7600 auf 14500 nachvergréBert 


tensitéit der Fiirbung ist wm so geringer, je weniger Schwefel die Zellen 
fiihren. Schwefelfreie Féden bleiben vollig farblos. Die Glykogenreaktion 
mit Jod verlauft dagegen unverandert. 


Abb. 5. Beggiatoa alba nach 50stiindiger Behandlung mit 10°/, Chromsaure. Das Fibrillengeflecht der 
Scheide liBt eine schwache Lingsorientierung erkennen. Vergr. 7600 auf 14500 nachvergroBert 


B. Elektronenmikroskopischer Teil 
Scheide 
Die Scheiden der bisher daraufhin untersuchten Cyanophyceen 
besitzen eine Faserstruktur (Metzner 1955). Denselben Bau weisen auch 
die Scheiden von Beggiatoa und Thiothrix auf. Wie Abb. 4 belegt, ahnelt 
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die Scheidenstruktur von Beg. der von Oscillatoria, nur da bei Beg. das 
feine Fibrillengeflecht eine schwache Langsorientierung erkennen laBt 


Abb. 6. Thiothrix nivea nach 2tiigiger Behandlung mit 
abs. Alkohol und anschlieBender 2 tigiger Einwirkung von 
20°/, Chromsiure. Die dichten Faserstriinge der Scheide sind 
deutlich parallel zueinander orientiert. Feine Mikrofibrillen 
sind quer zur Liingsachse eingewoben. Vergr. 15400 
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Abb. 7. Beggiatoa alba nach 2tiigiger Behandlung mit 
abs. Alkohol und anschlieBender 5stiindiger Einwirkung 
von 30°/, Chromsiiure. In den AuBenwiinden befindet sich 
zu beiden Seiten der Ansatzstellen der Querwiinde je 


eine Porenkette. Porenweite ~ 13 mu. Vergr. 15400 auf 


64500 nachvergréBert 


(Abb. 5). Der Durchmesser 
der Mikrofibrillen  betragt 
~ 6—13 mu. Die Scheiden 
von Thiothrix zeigen dagegen 
in der Struktur mehr Uber- 
einstimmung mit denen von 
Lyngbya mit ihrer ausge- 
prigten Langsorientierung 
(Abb. 6). Hier betragt der 
Durchmesser der Mikrofibril- 
len ~ 10 mu. 


Zellwand 


Zum Unterschied zu den 
friiher untersuchten Cyano- 
phyceen konnten wir eine 
Zweischichtigkeit der Langs- 
wande weder bei Beggiatoa 
noch bei Thiothrix einwand- 
frei nachweisen. In den 
Schnittpraparaten sind zwar 
Andeutungen zu erkennen, 
doch reichen diese nicht 
aus, um mit Sicherheit auf 
eine Zweischichtigkeit zu 
schlieBen. 


Die Langs- und auch die Querwinde von Beg. sind von Poren mit 
einem Durchmesser von ~ 13 my in zerstreuter Anordnung durchsetzt. 
In den Querwanden treten diese Poren aber nicht mit der Klarheit 


Abb. 8. Beggiatoa alba nach 8 tiigiger Behandlung mit abs. Alkohol und anschlieBender 5 stiindiger 


den Porenketten ab. 


Kinwirkung von 30°/, phromesnns und einer kurzen Beschallung. Die Zellwiinde reiBen bevorzugt in 
Unterhalb der aufgerissenen Porenkette die fein perforierte Liingswand. 


Vergr. 15400 auf 30800 nachvergréBert 
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hervor, wie es bei den bisher gepriiften Cyanophyceen der Fall ist. Ent- 
sprechend den anderen freibeweglichen Arten weist aber Beggiatoa in den 
Liingswinden zu beiden Seiten der Ansatzstelle einer Querwand ein sehr 
klares regelmdipiges Porensystem auf (Abb. 7 u. 8.). Die Porenweite liegt 
bei ~ 13 my. Bis jetzt sind drei verschiedene Typen dieses Porensystems 
bekannt: der Oscillatoria sancta-Typ zeichnet sich durch eine einfache 


Abb. 9a u. b. Beggiatoa alba. Liangsschnitt 
durch einen in Vinox N 5 eingebetteten Faden. 
Die Scheide hebt sich deutlich von der Liings- 
wand ab. An der Ansatzstelle der Querwand 
springen von der Lingswand aus parallel zur 
Querwand 2 kurze Lamellen vor. (In Ab- 
bildung a rechts oben zu erkennen, in Ab- 
bildung b dieselbe Stelle starker vergrofert.) 
Das Plasma ist mit Schwefeleinschltissen voll- 
gestopft. Zwischen den Schwefeleinlagerungen 
zieht sich ein verzweigtes tubuliartiges System 
hindurch. In Abbildung a sind links oben ein- 
zelne quergeschnittene Tubuli zu erkennen. 
Vergr. 7600 auf 17500 (a) baw. 20500 (b) 
nachvergroBert 


Porenkette aus (Mmrzner 1955); fiir den Cylindrospermum-Typ ist ein 
breiterer Porengiirtel charakteristisch (DRAWERT u. METZNER 1956), und 
der Osc. Borneti-Typ vereinigt die Porenkette mit dem Porengirtel 
(DRAWERT u. MeTzNER 1958). Beg. alba gehort demnach zum Osc. sancta- 
Typ. 

Bei Thiothrix nivea erscheinen die Zellwande sehr homogen. Vor allem 
haben wir entsprechend der Unbeweglichkeit dieser Schwefelmikrobe 
nie eine Porenkette oder einen Porengiirtel in den Liingswiinden nachweisen 
konnen. 

In Langsschnitten durch Beg. hebt sich die Scheide klar von der Zell- 
wand ab (Abb. 9a, b u. 10). Die Querwande sind deutlich einschichtig. 
An der Ansatzstelle der Querwand springt aber von der Langswand zu 
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beiden Seiten der Querwand und parallel zu ihr je eine kurze Lamelle vor 
(Abb. 9a u. b). Auffallend ist die Tatsache, daB nie eindeutig Ansatze 
neuer Querwiinde zu erkennen sind, waihrend fiir Oscillatoria diese unvoll- 
stindigen neuen Querwande so charakteristisch sind. 


Protoplast 
An Lings- und Querschnitten durch Beg. sind — abgesehen von den 
Schwefeleinschliissen — im Zellinnern keine Granula zu erkennen. 
GréBere Schwefeltrépfchen scheinen manchmal andeutungsweise von 


Abb. 10. Beggiatoa alba. Liingsschnitt durch einen im Methaerylat eingebetteten Faden. Das tubuli- 

artige System ist besonders deutlich im Bereich der Querwinde zu erkennen. Um einzelne gréBere 

Schwefeleinschliisse liegen 3—4 Lamellenschichten. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um 
zusammengedriickte Tubuli. Vergr. 15400 auf 20000 nachvergréBert 


einer Membran umgeben zu sein. Hierbei handelt es sich aber wohl nur 
um eine, durch die Ausdehnung der Schwefeltrépfcehen rein mechanisch 
bedingte, Plasmaverdichtung. Das Plasma scheint ein verzweigtes 
tubuliartiges System zu durchsetzen (Abb. 9 u. 10). Ein ausgeprigtes 
Lamellensystem, wie es die chlorophyllfiihrenden Cyanophyceen und 
selbst noch die chlorophyllirmere Osc. Borneti (DRAWERT u. MEeTzZNER 
1958) besitzen, konnten wir bei Beg. nie eindeutig erkennen. Allerdings 
erscheinen manchmal an der Grenze einzelner gréBerer Schwefeltropfen 
2—3, hdchstens 4 Lamellen, die mehr oder weniger parallel zueinander 
liegen (Abb. 10). Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich aber 
hierbei um Tubuli, die von den Schwefeltropfen zusammengedriickt 
worden sind. 

Ob die hellere Zone zu beiden Seiten der Querwinde (Abb. 9a links, 


Abb. 10) eine natiirliche Struktur oder ein Artefakt darstellt, wagen wir 
noch nicht zu entscheiden. 
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Die Zelle von Beg. alba lapt elektronenmikroskopisch keine Differenzie- 
rung in bestimmte Organelle erkennen. 

Bei Th. nivea scheint der Protoplast etwas differenzierter zu sein als bei 
Beg. Besonders an Querschnitten ist ein meist zentral gelegenes alveo- 
lares System auffallend (Abb. 11). 
Besonders in den schwefelarmen 
Zellen erscheinen hier manchmal 
osmiophile ,,Granula“ (Abb. 12, 
linke Zelle), die aber bei ent- 
sprechender Schnittrichtung mehr 
eine Saéulenform erkennen lassen. 
Diese ,,Saéulen‘‘ scheinen aus tiber- 
einander geschichteten Lamellen 
aufgebaut zu sein (Abb. 12, rechte 
Zelle). Andeutungen eines Tubuli- 
systems sind vorhanden, doch ist 
das Bild nicht so klar wie bei 
Beggiatoa. 


C. Besprechung der Ergebnisse 


Bei den fluorescenzmikroskopi- 
schen Untersuchungen ist es zum 
. Abb. 11. Thiothrix nivea. Querschnitte durch 
Unterschied von den chlorophyll- Faden, die in Vinox N 5 eingebettet waren. 
fihrenden Cyanophyceen auffal- — Kontrastierung mit Phosphorwolframsiure. Im 
lend. daB sich bei B lb Innern der Zellen hebt sich deutlich ein,, Alveolar- 
eno = sich nur pel eg. aoa system ‘‘ab. Vergr.7600 auf 14500 nachvergréBert. 
eine ,,Zentralsubstanz*‘ mit Acridin- 
orange nachweisen lift. Dies gelingt weder mit Methylenblau + KOH 
noch mit der Feulgen-Reaktion. Bei Thiothrix nivea versagt auch Acridin- 
orange, da sich hier der ganze Protoplast fluorochromiert. Diese Er- 
scheinung hat aber ihre Parallele im Verhalten von Oscillatoria Bornetv. 
Ferner steht sie im Einklang mit den Angaben von PEerrer (1933) und 
Dryip& (1954), daB bei Schwefelbakterien die Nucleinsdéuren diffus im 
Plasma verteilt sein sollen (vgl. aber dagegen DELAPORTE 1939 sowie 


Bane u. ScHwARtTz 1957). 


- sg ¥ NS a 
poet ig oO 
Abb. 12. Thiothrix nivea. Lingsschnitt durch einen in Vinox N 5 eingebetteten schwefelfreien Faden- 
Kontrastierung mit Phosphorwolframsiure. Die geschrumpften Protoplasten zeigen. in der linken 
Zelle osmiophile ,,Granula‘‘, die aber in der rechten Zelle als lamellierte, siulenformige Gebilde 
erscheinen.Auch das ,,Alveolarsystem‘‘ ist schwach zu erkennen. Vergr.7600 auf 12300 nachvergréBert 
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Ferner konnten wir bei den Schwefelmikroben nie Metachromatin- 
k6rperchen nachweisen, die einen ganz charakteristischen Bestandteil der 
normalen Cyanophyceen-Zelle darstellen. Aber auch hier besteht eine 
Parallele zu Osc. Borneti, deren Zellen nur wenige oder gar keine Meta- 
chromatinkérperchen fiihren. Auch bei den tibrigen Cyanophyceen kann 
bei Phosphormangel die Bildung von Metachromatinkorperchen aus- 
bleiben. 

Die Indophenolblau-, Nilrot- und Sudanschwarz B-Reaktionen weisen 
aber darauf hin, da® die untersuchten Schwefelmikroben sehr lipoidreich 
sein miissen, so lange sie Schwefel fiihren. Von besonderem Interesse 
in stoffwechselphysiologischer Hinsicht ist die Abnahme des Lipoid- 
gehaltes mit dem Verschwinden der Schwefeleinschliisse. Hier scheint ein 
direkter Zusammenhang zu bestehen, dem nachzugehen es sich verlohnen 
wurde. 

Im elektronenmikroskopischen Bild ist bei Beg. alba das Fehlen jeg- 
licher Granula und eines geordneten Lamellensystems, wie es die 
chlorophyllfiihrenden Cyanophyceen besitzen, auffallig. Nach unseren 
bisherigen Kenntnissen ist der Photosyntheseapparat morphologisch 
immer an ein Lamellensystem gebunden. Dafiir sprechen auch die 
Befunde von NrkiowitTz u. Drews (1955) an Rhodospirillum rubrum 
(vgl. aber VaTrER u. WOLFE 1958). Der Chemosyntheseapparat von Beg. 
scheint dagegen kein Lamellensystem zu bendétigen. Allerdings weisen die 
Zellen von Thiothrix nivea hin und wieder lamellierte, siulenformige 
Korper auf, da sie aber nicht immer zu beobachten sind, mtissen wir die 
Frage noch offen lassen, ob hier nicht méglicherweise Artefaktbildungen 
vorliegen. 

In Ubereinstimmung mit Befunden von Faurt-FREMrIer u. ROUILLER 
(1958) an Thiovulum majus haben auch wir weder bei Beggiatoa noch bei 
Thiothrix Strukturen gefunden, die an wohl definierte Mitochondrien 
erinnern kénnten. In beiden Arten wird vielmehr der ganze Protoplast 
von einem verzweigten Tubulisystem durchzogen. Irgendeine Differen- 
zierung in besondere Zellorganelle ist bei Beg. nicht zu erkennen. 

Da Beg. ebenso wie die beweglichen Cyanophyceen in den AuBen- 
winden lings der Querwandansatzstellen ein Porensystem  besitzt, 
wihrend der unbeweglichen Thiothrix diese Einrichtung fehlt, ist wohl 
anzunehmen, daB diesem Porensystem eine Bedeutung fiir die Bewegung 
zukommen mu. Sehr wahrscheinlich handelt es sich um Austrittsstellen 
fiir den Bewegungsschleim. 

Die Untersuchungen der fadenformigen Schwefelmikroben haben in 
verschiedener Beziehung eine Ubereinstimmung mit den Cyanophyceen, 
besonders mit Oscillatoria Borneti ergeben. In einer ganzen Reihe von 
Strukturen sind aber auch Unterschiede vorhanden. Diese Unterschiede 
sind aber kein ausreichender Grund, eine Verwandtschaft etwa zwischen 
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Oscillatoria und Beggiatoa zu leugnen. Die stoffwechselphysiologischen 
Unterschiede zwischen diesen beiden Gattungen setzen auch bis zu einem 
gewissen Grade strukturelle Unterschiede voraus. 


- Zusammenfassung 


Fluorescenz- und _ elektronenmikroskopische ~ Untersuchungen mit 
Beggiatoa alba und Thiothrix nivea brachten folgende Ergebnisse : 

1. Mit Acridinorange laBt sich bei Beg. eine ,,Zentralsubstanz‘‘ elektiv 
fluorochromieren. Diese ,,Zentralsubstanz‘‘ nimmt fast die ganze Zelle 
ein. Bei Thiothrix leuchtet der gesamte Protoplast nach einer Fluoro- 
chromierung mit Acridinorange. 


2. Weder mit basischen Farbstoffen + KOH noch mit der Feulgen- 
Reaktion kann in den beiden Schwefelmikroben ein ,,Chromidialapparat‘ 
nachgewiesen werden. 


3. Selbst nach einer Vitalfarbung mit Neutralrot sind weder in 
Beggiatoa noch in Thiothrix Vacuolen zu erkennen. 


4. Die starke Speicherung von Indophenolblau bei der Nadi-Reaktion 
sowie der positive Ausfall der Nilrotfluorochromierung und der Sudan- 
schwarz B-Farbung weisen auf einen hohen Lipoidgehalt der schwefel- 
haltigen Zellen hin. 


5. Schwefelfreie Zellen sind dagegen lipoidfrei. Es scheint ein direkter 
Zusammenhang zu bestehen zwischen Schwefel- und Lipoidgehalt. 


6. Die Scheiden zeigen elektronenmikroskopisch eine Faserstruktur 
mit einer schwachen (Beg.) bzw. ausgepragten (Thiothrix) Langs- 
orientierung der Mikrofibrillen. 

7. Langs: und Querwéinde sind zerstreutporig. Die deutlich ein- 
schichtigen Querwande lassen die Poren aber nicht in der Klarheit 
erkennen, wie es bei den chlorophyllfiihrenden Cyanophyceen der Fall ist. 


8. Die freibewegliche Beg. besitzt wie Oscillatoria sancta in den Aufen- 
wanden, lings der Querwandansatzstelle Porenketten. Die Poren haben 
eine durchschnittliche Weite von 13 my. Die unbewegliche T'hiothrix 
zeigt keine derartigen Porensysteme. 

9. Der Protoplast ist von einem verzweigten tubuliartigen System 
durchsetzt. Ein ausgeprigtes Lamellensystem wie bei den chlorophyll- 
fiihrenden Cyanophyceen ist nicht vorhanden. Irgendeine Differenzierung 
in besondere Zellorganelle ist bei Beg. nicht zu erkennen. 


Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in der Abteilung fiir 
Elektronenmikroskopie der Math.-naturw. Fakultat der Freien Universitat Berlin 
gemacht. Fraulein K. Rosstysky danken wir vielmals fiir die Kinfiihrung in die 
Schneidetechnik. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten zu besonderem Dank verpflichtet. 
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